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SBQUEMCBS MUCLEXQUBS ET PROTSIQTJES DU VIRUS HZHV ET 

DTZLISATIONS 

L' hepatite est la plus iroportomte des maladies 
transmissibles- Le mode de transmission est le plus 
souvent la transfusion, la transplantation d'organes et 
1 ' hSmodialyse , mais 1' hepatite peut Sgalement §tre 
transmise par ingestion de nourriture ou d'eau contaminee 
et par contact entre individus. 

Les hepatites virales sont induites par divers agents 
viraux qui se distinguent les uns des autres par leurs 
genomes et leurs modes de replication. Les hepatites 
virales causent des dommages au niveau du foie avec des 
degrSs variables de sev6rit6. PrSs d'un milliard de 
personnes dsms le monde souffrent d' hepatites virales. II 
existe des risques graves dans les formes chroniques des 
hepatites qui peuvent evoluer en cirrhose ou 
15 hepatocarcinome . Les hepatites virales peuvent Stre 
diagnostiquSes par mise en Evidence de sympt6mes bien 
d^finis, tels que la jaunisse, des taux glevgs de 
transaminases (aspartate treoiscuninase ou AST, alanine 
transaminase ou ALT, lactate d6shydrog6nase ou LDH) , et 
20 des lesions hepatiques. Mais malgrg la connaissance de 
diffgrents virus des hepatites A, B, D, E, G et TTV, 5% 
de toutes les hepatites et 40% des hepatites fulminantes 
demeurent inexpliqu6es, d'oa I'hypothSse de 1' existence de 
virus inconnus des hSpatites. Ces hepatites sans 6tiologie 
25 connue sont aussi bien post-transfusionnelles que 
sporadiques, chroniques ou fulminantes. El les sont 
communSment appel6es hSpatites X. 

Les virus des hepatites G (GBV-A, GBV-B, GBV-C) et 
TTV recemment identifies ne semblent pas etre pathogSnes 
30 Chez I'homme et ne peuvent done pas expliquer les cas 
d' hepatites sans ^tiologie connue ou hepatites X. 

A partir d'un cas d' hepatite grave sans 6tiologie 
connue, d'un patient chez lequel un traitement a 
1' interferon a permis de normaliser les transaminases, un 
35 nouveau virus dSnommfi HXHV, associS aux hepatites X, a 6t6 
dgcrit. Le g6nome du virus HXHV est un genome Sl ADN au 
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moins partiellement simple brin qui comprend une ou 
plusieurs trames de lecture codant pour une ou des 
proteins (s) ou polyprot^ine (s) , le g6nome comprend une 
sequence nucl^otidique susceptible de s'hybrider i la 
5 sequence nucl6otidique XH ou la sequence nucl^otidique 
complement aire de la sequence XH. La sequence XH est 
representee dans 1' ident if icateur de sequences de la 
pr6sente demande en SEQ ID NO :1. La sequence XH est riche 
en GC (62%) et pr^sente quatre trames de lecture ouvertes 

10 (ORFl, 0RF2, 0RF3, 0RF4) . Cette Sequence Isolde a 6te 
caracteris6e et aucune homologie de sequences avec I'ADN 
genomique humain et avec les sequences presentes dans les 
bases de donn^es n' a §t6 retrouv^e. Toutes les 
informations concernant le virus HXHV sont contenues dans 

15 la demande de brevet PCT/FR02/04578 d^pos^e aux noms des 
demanderesses . 

Les presents inventeurs ont maintenant isole et 
caracterise une nouvelle sequence nucl6otidique du virus 
HXHV, Cette sequence, denomm6e XHl est riche en GC 

20 (61,2%), ce qui est comparable avec la teneur en GC de la 
sequence XH isoiee precedemment . La sequence XHl est 
referencee dans 1' identif icateur de sequences en SEQ ID 
NO : 4. La sequence XHl ne presente aucune homologie ou 
identity significative avec toutes les sequences 

25 disponibles dans les bases de donn^es. Elle presente 5 
trames de lecture ouvertes. Les sequences adn 
correspondant auxdites trames de lecture ouvertes sont 
respect ivement ident if i^es en SEQ ID NOs 5 9 dans 

1' identif icateur de sequences. Comme il est de nature 

30 courante dans le domaine de la virologie, les presents 
inventeurs ont g^n^re le brin ADN compiementaire de la 
sequence XHl et ont egalement recherche s'il existait de 
potentielles trames de lecture ouvertes sur le brin ADN 
compiementaire. lis ont identifies 8 trames de lecture 

35 ouvertes qui sont respect ivement representees en SEQ ID 
NOs 10 6 17. Les sequences polypeptidiques correspondant 
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auxdites trames de lecture sont respect ivement identifi^es 
en SEQ ID NOs : 18 h 30 dans 1' identif icateur de 
sequences. Les sequences pr4cit6es et leurs fragments sont 
utilises pour la detection du virus HXHV. 
5 Ainsi, la presente invention concerne : 

- une sequence d' acide nucl^ique susceptible d'etre 
obtenue ^ partir du genome du virus HXHV, iadite sequence 
d' acide nucl§ique comprenant ou consistant en SEQ ID NO : 
4 . 

10 " un fragment nucl6otidique d'ADN isol6 comprenant ou 

consistant en une sequence nucl6otidique ADN ou ARN d' au 
moins 12 nucleotides contigus^ de preference d'au moins 15 
ou d'au moins 18 nucleotides contigus, et avantageusement 
d'au moins 20, 21, 22, 23, 24, 21, 30, 33, 36, 39, 42, 45, 

15 48, 51 ou 54 nucleotides contigus, de la sequence 
nucieotidique ADN SEQ ID NO : 4 ou de la sequence ADN 
compiementaire de SEQ ID NO : 4 ; ou d'une sequence 
nucieotidique qui presente, sur au moins 12 nucleotides 
contigus, de preference sur au moins 15 ou au moins 18 

20 nucleotides contigus, et avantageusement sur au moins 20, 
21, 22, 23, 24, 21, 30, 33, 36, 39, 42, 45, 48, 51 ou 54 
nucleotides contigus, au moins 90%, de preference au moins 
92%, 95% ou au moins 98%, 99% d'homologie ou d' identite 
par rapport k la sequence representee en SEQ ID NO : 4 ou 

25 par rapport k sequence ADN compiementaire de SEQ ID NO : 
4 ; k 1' exclusion des fragments qui consistent en une des 
sequences nucl6otidiques suivantes : 

T AGTCGAGACTCAACCATCGC , CCCGCCCCGCTGATGAAAAG et de S 

sequences nucieotidiques compiementaires desdites 

30 sequences ; ou ^ la condition que sur 20 nucleotides ou 21 
nucleotides contigus ledit fragment nucieotidique d'ADN ne 
presente pas 100% d'homologie ou d' identite avec un 
fragment nucieotidique de la sequence referencee SEQ ID 
NO : 1 ou de la sequence compiementaire de SEQ ID NO : 1. 

35 Ledit fragment est en particulier choisi parmi les 
fragments dont lesdits nucleotides contigus appartiennent 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



wo 2005/005466 



PCT/FR2004/050310 



4 



ci i'un des segments suivants : un segment dont la sequence 
commence au nucleotide 2 et se termine au nucleotide 2 86 
de SEQ ID NO : 4, un segment dont la sequence oommence au 
nucleotide 4 et se termine au nucleotide 144 de SEQ ID 
5 NO :4, un segment dont la sequence commence au nucleotide 
180 et se termine au nucleotide 1004 de SEQ ID NO :4, un 
segment dont la sequence commence au nucleotide 614 et se 
termine au nucleotide 820 de SEQ ID NO :4, un segment dont 
la sequence commence au nucleotide 1228 et se termine au 

10 nucleotide 1314 de SEQ ID NO :4 ou les fragments 
compiementaires f un segment dont la sequence commence au 
nucleotide 1283 et se termine au nucleotide 1197 de la 
sequence complement aire de SEQ ID NO : 4, un segment dont 
la sequence commence au nucleotide 1264 et se termine au 

15 nucleotide 1067 de la sequence compiementaire de SEQ ID 
NO : 4, un segment dont la sequence commence au nucleotide 
1209 et se termine au nucleotide 10 99 de la sequence 
compiementaire de SEQ ID NO : 4, un segment dont la 
sequence commence au nucleotide 819 et se termine au 

20 nucleotide 736 de la sequence compiementaire de SEQ ID 
NO : 4, un segment dont la sequence commence au nucleotide 
80 0 et se termine au nucleotide 6 de la sequence 
compiementaire de SEQ ID NO : 4, un segment dont la 
sequence commence au nucleotide 7 84 et se termine au 

25 nucleotide 629 de la sequence compiementaire de SEQ ID 
NO : 4, un segment dont la sequence commence au nucleotide 
610 et se termine au nucleotide 410 de la sequence 
compiementaire de SEQ ID NO : 4, un segment dont la 
sequence commence au nucleotide 391 et se termine au 

30 nucleotide 221 de la sequence compiementaire de SEQ ID 
NO : 4 ou les fragments compiementaires ; et de preference 
un fragment comprenant ou consistant en I'une quelconque 
des sequences SEQ ID NOs : 5 17 ou en I'une quelconque 
des sequences ADN compiementaires de SEQ ID NO : 5 ^ 17 

35 (le segment dont la sequence commence au nucleotide 180 et 
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se termine au nucleotide 1004 de SEQ ID NO : 4 code pour 
une proteine des transposase/int^grases) ; 

- le produit de transcription la sequence comprenant 
ou consistant en SEQ ID NO : 4 ou le produit de 

5 transcription d'un fragment tel que d^fini ci-dessus, ou 
le produit de transcription de la sequence comprenant ou 
consistant en la sequence complement aire de SEQ ID NO :4 ; 

- une molecule d'ADN qui comprend ou consiste en une 
sequence nucl6otidique ADN representee en SEQ ID NO : 4 ou 

10 en ce qu'elle comprend au moins un fragment nucl^otidique 
ADN tel que d^fini ci-dessus ou leurs sequences 
compiementaires ; 

- une molecule d'ARN qui comprend ou consiste en une 
sequence nucl^otidique ARN qui est le produit de 

15 transcription d'une sequence nucl^ot idique ADN representee 
en SEQ ID NO : 4 ou de la sequence compiementaire de SEQ 
ID NO : 4 ou qui est le produit de transcription d' au 
moins un fragment tel que d6fini ci-dessus ou leurs 
sequences compiementaires . 

20 L' homologie et identite ci-dessus recouvre et les 

equivalents fonctionnels de la sequence SEQ ID NO : 4, 
c'est a dire les sequences ADN dans lesquelles au moins un 
codon peut etre remplace par un autre codon tout en codant 
pour un acide amine identique. On parie de degenerescence 

25 du code g6netique. Ainsi^ les codes de 1' argininine, de la 
serine et de la leucine presentent une degenerescence 
d'ordre 6 (c'est k dire qu'il y a six codons differents 
pour chacune d'elle), tandis que les codes d'autres acides 
amines, tels que 1' acide giutamique, la glutamine, la 

30 tyrosine, I'histidine et quelques autres presentent une 
degenerescence d' ordre 2, De tous les acides amines seuls 
le tryptophane et la methionine ont une degenerescence 
d'ordre 1. II est done clair que pour 1' expression d'un 
polypeptide dont la sequence est representee en SEQ ID 

35 NOs : 18 k 30, on peut utiliser des sequences d' acides 
nucieiques variantes et f onctionnelles dont les 
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compositions en codons sont diff^rentes de la sequence 
d'acide nucl6ique representee en SEQ ID NO : 4 ou de sa 
sequence compiementaire . 

L'homologie ou identity d6finie ci-dessus vise 
5 6galement les variants du virus HXHV et les sequences 
mutantes du virus HXHV, et en particulier celles issues de 
la variability naturelle. En effet, il est bien connu des 
sp6ciali3tes que les virus ont des taux relativement 
eleves de mutations spontan6es ou induites. 

10 L' invention concerne egalement : 

" un polypeptide comprenant une sequence 

polypeptidique cod^e par une sequence ou par un fragment 
tel(le) que d§fini(e) ci-dessus ou par leurs Equivalents 
fonctionnels ou par une sequence nucleot idique qui 

15 pr^sente au moins 90% d'homologie ou d' identite, de 
preference au moins 92% ou 95% d'homologie ou d' identite 
et avantageusement au moins 98% ou 99% d'homologie ou 
d'identite par rapport k la sequence representee en SEQ ID 
NO : 4 ou par rapport k la sequence compiementaire de SEQ 

20 ID NO : A, h la condition que les sequences 
TAGTCGAGACTCAACCATCGC, CCCGCCCCGCTGATGAAAAG, les sequences 
nucieotidiques compiementaires desdites sequences soient 
exclues ; ou a la condition que sur 20 nucleotides ou 21 
nucleotides contigus le fragment nucieotidique d'ADN ne 

25 presente pas 100% d'homologie ou d'identite avec un 
fragment nucieotidique de la sequence referencee SEQ ID 
NO : 1 ou de la sequence compiementaire de SEQ ID NO : 1; 

- un polypeptide dont la sequence polypeptidique 
comprend ou consiste en I'une quelconque des sequences SEQ 

30 ID Nos 18 k 30 ou en une sequence polypetidique 
fonctionnellement equivalente auxdites sequences ; 

- un fragment polypeptidique, caracterise en ce qu' il 
comprend ou consiste en une sequence peptidique d' au moins 
4 acides amines contigus, de preference d'au moins 5, 6, 

35 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 ou 18 acides 
amines de I'une quelconque des sequences peptidiques 
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representees en SEQ id NO : 18 k 30 ou d' une sequence 
peptidique f onctionnellement equivalente auxdites 
sequences SEQ ID NO : 18 ^ 30 ; 6tant entendu que par 
sequence peptidique f onctionnellement 6quivalente on 
5 entend une sequence peptidique qui est reconnue par des 
anticorps dirig^s contre le virus HXHV ; 

- un fragment polypept idique qui comprend ou qui 
consiste en une sequence peptidique representee en I'une 
quelconque des SEQ ID NOs : 18 ^ 30 ou une sequence 

10 peptidique f onctionnellement equivalente h I'une 
quelconque des SEQ ID NOs : 18 ^ 30 ; etant entendu que 
par sequence peptidique f onctionnellement equivalente on 
entend une sequence peptidique qui est reconnue par des 
anticorps diriges contre le virus HXHV, 

15 - un epitope caracterise en ce qu' il comprend ou 

consiste en une sequence peptidique d' au moins 6, 8, 9, 
10, 12r 15 ou 18 acides amines et au plus de 10, 12, 15 ou 
18 acides amines, en particulier en ce que sa sequence 
consiste en une sequence peptidique de 6 ^ 10 acides 

20 amines, de 6 a 12 acides amines, de 6 ^ 15 acides amineS/ 
de 6 ^ 18 acides amines, de 8 ^ 10 acides amines, de 8 ^ 
12 acides amines, de 8 ^ 15 acides amines, de 8 ^ 18 
acides amines et de 15 a 18 acides amines de I'une 
quelconque des sequences representees en SEQ ID NO : 18 ^ 

25 30 ou d'une sequence polypeptidique f onctionnellement 
equivalente auxdites sequences SEQ ID NO : 18 a 30 ; etant 
entendu que ledit epitope est reconnu par des anticorps 
diriges contre le virus HXHV. 

Par "polypeptide", on designe un peptide, k I'etat 

30 isoie, presentant un enchainement d'un nombre variable 
d' acides amines, tel qu'un oligopeptide, une proteine, une 
proteine de fusion, un peptide de fusion, un peptide de 
synthese. Un polypeptide peut etre obtenu par differentes 
techniques bien connues de l*homme du metier, et notamment 

35 par synthese chimique ou par des techniques de 
recombinaison g6netique. Les polypeptides selon 
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1' invention peuvent §tre obtenus par des m^thodes de 
synthase classique, par exempie avec un synth^tiseur 
automatique de peptides, ou par les techniques de g^nie 
g§n4tique comprenant 1* insertion d'une sequence d'ADN 
5 codant pour ledit polypeptide dans un vecteur d* expression 
tel qu'un plasmide ou un virus, et la transformation de 
cellules avec ce vecteur d' expression et culture de ces 
cellules , 

Par sequence peptidique f onctionnellement ^quivalente 
10 k une sequence peptidique de reference, on entend une 
sequence d'acides amines modifiee par insertion et/ou 
deletion et/ou substitution et/ou allongement et/ou 
raccourcissement et/ou modification chimique d'un ou 
plusieurs acides amines, pour autant que ces modifications 
15 pr^servent substantiellement voire d^veloppent* les 
propri^t^s immunoreactives de iadite sec[uence peptidique 
de reference. 

Ainsi, on entend par sequences f onctionnellement 
6quivalentes des sequences qui conservent les propri^tes 

20 immunoreactives de SEQ ID Nos 18 k 30 ou de leurs 
fragments, notamment les sequences dans lesquelles un ou 
plusieurs acide(s) amin6(s) est ou sont substitue(3) par 
un ou plusieurs autres acides amines ; les sequences dans 
lesquelles un ou plusieurs acide amin6 de la serie L est 

25 rempiac6 par un acide amin6 de la serie D, et vice-versa ; 
les sequences dans lesquelles on a introduit une 
modification des chaines lat^rales des .acides amines, 
telle qu'une ac6tylation des fonctions amines, une 
carboxylation des fonctions thiols, une esterif ication des 

30 fonctions carboxy liques ; une modification des liaisons 
peptidiques telles que par exempie des liaisons carba, 
r6tro, inverso, retro-inverso, reduites et methylene-oxy . 

Par exempie un ou plusieurs acide (s) amin6(s) dans 
les sequences des polypeptides de 1' invention peuvent §tre 

35 substitue(s) par un ou plusieurs autre (s) acide (s) 
amin6(s) de polarit6 similaire qui agissent comme des 
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Equivalents f onct ionnels . Des substitutions pour un acide 
amin6 dans des sequences poiypeptiques d' int^ret peuvent 
§tre dStermin^es k partir d' autres membres de la classe 
auquel 1' acide amin^ appartient* Par example, les acides 
5 amines non polaires (hydrophobes) comprennent I'alaniner 
la leucine, 1' isoleucine, la valine, la proline, la 
phenylalanine, la tryptophane, la methionine. Les acides 
amines neutres polaires comprennent la glycine, la serine, 
la threonine, la cysteine, la tyrosine, 1' asparagine, la 
10 glutamine. Les acides amines charges positivement 
(basiques) comprennent I'arginine, la lysine et 
I'histidine. Les acides amines charges n6gativement 
(acides) comprennent 1' acide aspartique et 1' acide 
glutamique. D' autres substitutions pour un acide amin6 
15 dans des sequences polypeptidiques d' int6ret peuvent etre 
d^termin^es h partir des informations contenues dans 
1' article de Kramer A* et al. (Molecular Immunology, Vol. 
32, N^l, pp. 459-465 (1995)). Ces auteurs ont constitu^ 
des banques dans lesquelles pour r§duire le probl^me de 
20 1' explosion combinatoire du nombre de molecules, ils ont 
utilises des groupes d' acides amines constitu6s d' acides 
amines ayant des proprietes physico-chimiques similaires 
et ce sont les acides amines regroupes dans chacun de ces 
six groupes, list^s ci-dessous, qui sont consid^res 
25 principalement comme Equivalents dans la presente 
invention . 

Groupe 1 : alanine, proline, glycine. 

Groupe 2 : acide aspartique, acide glutamique. 

Groupe 3 : histidine, lysine, arginine. 
30 Groupe 4 : asparagine, glutamine, serine, threonine. 

Groupe 5 : phenylalanine, tyrosine, tryptophane. 

Groupe 6 : isoleucine, leucine, valine, methionine. 

L* equivalence d'une sequence peptidique par rapport k 
une sequence peptidique de reference peut §tre d6finie par 
35 son identite ou son homologie, exprimee en pourcentage, 
avec ladite sequence de reference. Ce pourcentage est 
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d^termin^, pour une suite d'un nombre donn6 d'acides 
amines contigus, par alignement des deux sequences, 
d6placement de I'une par rapport k 1' autre, et comparaison 
des acides amines dans les deux sequences. Le pourcentage 

5 d'identite est d6termin6 k partir du noiribre d'acides 
amines qui sent identiques k des acides amines de la 
sequence de r^f^rence, dans la meme position. Le 
pourcentage d'homologie est d^termin^ k partir du nombre 
d'acides amines qui sont Equivalents k des acides amines 

10 de la sequence de r6f§rence, dans la mSme position, 

L' invention concerne aussi une cassette d' expression 
fonctionnelle dans une cellule issue d'un organisme 
procaryote ou eucaryote permettant 1' expression d'une 
sequence d'acide nucleique ou d'un fragment d'ADN ou d'une 

15 molecule d'ADN tels que d§crits ci-dessus, place sous le 
contraie des Elements necessaires k son expression. La 
cassette d' expression est caracteris^e en ce qu'elle est 
fonctionnelle dans une cellule issue d'un organisme 
procaryote, en particulier £. coli ou d'un organisme 

20 eucaryote, en particulier les cellules provenant d' animaux 
tels que les mammif^res. les reptiles, les insectes, en 
particulier les cellules COS, CHO, BHK, PK 15, RK 13 ;■ les 
lignees cellulaires humaines de 1' osteosarcorme (cellules 
143 B) , les lign6es cellulaires humaines HeLa et les 

25 lign6es cellulaires humaines de l'h6patome (du type 
HepG2) ; les lignees cellulaires d'insecte (par exemple de 
Spodoptera frugiperda) ; ou eucaryote inf6rieur, en 
particulier les cellules de levures, telles que 
Saccharomyces, Schizosaccharomyces, Kluveromyces, 

30 Hanseluna , Yarowla, Schwaniomyces, Zygosaccharomyces et 
Pichxa, et de preference choisi parmi les cellules de 
Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces carlsbergenslSr 
Schizosaccharomyces pombe, Kluveromyces lactis et de 
Plchia pastoris , 

35 L' invention concerne encore un vecteur comprenant 

ladite cassette d' expression ; une cellule issue d'un 
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organisme procaryote, eucaryote ou eucaryote inferieur , 
de pr6f6rence un organisme eucaryote ou eucaryote 
inferieur tel que ci6fini ci-dessus ou un vecteur tel que 
defini ci-dessus ; et le polypeptide susceptible d'etre 
5 produit par la cassette d' expression, le vecteur ou la 
cellule, 

L' invention a pour objet un precede pour preparer un 
polypeptide ou un fragment polypeptidique tel que defini 
ci-dessus qui consiste k cultiver une cellule hote 

10 r^pondant aux definitions pr6c6dentes dans un milieu de 
culture appropri^, ladite cellule h6te 6tant transform^e 
avec un vecteur d' expression qui contient une sequence 
d'acide nucleique ADN telle que d^finie pr6c6demment ou un 
fragment nucl§otidique ADN tel que defini precedemment ou 

15 une molecule d'ADN telle que d^finie prec^demment et, a 
purifier ledit polypeptide produit jusqu'^ un degre de 
puret6 requis, 

L' invention a aussi pour objet un polypeptide 
immunogdne, ledit polypeptide comprenant ou consistant en 

20 une sequence polypeptidique ou peptidique telle que 
d^finie precedemment . Un tel polypeptide immunog^ne est 
utilise pour la production d'anticorps monoclonaux ou 
polyclonaux ou de fragments desdits anticorps et 
1' invention englobe les anticorps monoclonaux ou 

25 polyclonaux ou leurs fragments, §tant obtenus par 
immunisation d'un animal mammif^re (lapin, rat, souris) 
avec un tel peptide immunogfene. 

La production d' anticorps monoclonaux ou polyclonaux 
est bien connue de I'homme du metier. On peut citer k 

30 titre de reference Kohler G. et Milstein C. (1975) : 
Continuous culture of fused cells secreting antibody of 
predefined specificity. Nature 256 : 495-4 97 et Galfre G. 
et al. (1977) Nature, 266 : 522-550 pour la production 
d' anticorps monoclonaux et Roda A., Boieili G.F. : 

35 Production of high-titer antibody to bile acids. Journal 
of Steroid Biochemistry, Vol. 13, pp 449-454 (1980) pour 
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la production d'anticorps poiyclonaux, Des anticorps 
peuvent 6galement etre produits par immunisation de 
souriSr de rat ou de lapins avec les particules virales de 
HXHV. Pour la production d' anticorps polyclonaux et 

5 monoclonaux, 1' immunog^ne peut §tre coupl6 ^ de I'albumine 
s^rique (peptide SA) ou & 1' h^mocyanine de Lymphet Keyhole 
(peptide KLH) comme support pour 1 ' immunisation . Les 
anticorps sont ensuite cribles pour leur specificity en 
utilisant les techniques habituelles, telles que des tests 

10 ELISA ou de Western Blot. Pour la production d' anticorps 
monoclonaux les animaux sont soumis k une injection 
d'immunogene en utilisant de 1' adjuvant complet de Freund. 
Les scrums et les surnageants de culture d'hybridome issus 
des animaux immunises sont analyses pour leur specificity 

15 et leur selectivity en utilisant des techniques 
classiques/ telles que par exemple des tests ELISA ou de 
Western Blot, Les hybridomes produisant les anticorps les 
plus specif iques et les plus sensibles sont seiectionnes • 
Des anticorps monoclonaux peuvent egalement §tre produits 

20 in vitro par culture cellulaire des hybridomes produits ou 
par recuperation de liquide d'ascite, apres injection 
intraperitoneale des hybridomes chez la souris. Quel que 
soit le mode de production^ en surnageant ou en ascite, 
les anticorps sont ensuite purifies. Les methodes de 

25 purification utilisees sont essent iellement la filtration 
sur gel echangeur d' ions et la chromatographie d' exclusion 
ou la chromatographie d' affinity (proteine A ou G) . Un 
nombre suffisant d' anticorps sont cribies dans des tests 
fonctionnels pour identifier les anticorps les plus 

30 performants. La production in vitro d' anticorps, de 
fragments d' anticorps ou de dyrivys d' anticorps, tels que 
des anticorps chimeres produits par genie gynytique est 
bien connue de I'homme du mytier. II est avantageux 
d'utiliser des anticorps humanisys. Les formes 

35 humanisyes " d' anticorps non humains, par exemple 
murins, sont des anticorps chimyres qui comprennent une 
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Sequence minimale d^riv^e d' une immunoglobuline non 
humaine. Pour la plupart, les anticorps humanisms sont des 
immunoglobulines humaines (anticorps r6cepteur) dans 
lesquelles des r^sidus d'une region hypervariable du 

5 r^cepteur sont remplac6s par des residus d'une region 
hypervariable d'une esp6ce donneur (anticorps donneur) non 
humaine, telle que souris, rat, lapin ou primate non 
humain, ayant la specificity, 1' affinity et la capacity 
souhaitees. Dans certains cas, les residus (FR) de la 

10 region Fv de 1' immunoglobuline humaine sont remplac6s par 
des residus correspondants non humains. De plus, les 
anticorps humanises peuvent comprendre des residus qui ne 
sont pas trouv^s dans 1' anticorps receveur ou dans 
1' anticorps donneur. Ces modifications sont effectu§es 

15 pour am^liorer les performances de 1' anticorps. En 
general, 1' anticorps humanise comprendra au moins et de 
preference deux domaines variables, dans lesquels tout ou 
k peu pr^s tout des boucles hypervariables correspondent k 
une immunoglobuline non humaine et tout ou a peu pr6s tour 

20 des regions FR seront celles d'une immunoglobuline 
humaine. Les anticorps humanisms f acultativement pourront 
aussi comprendre au moins une partie d'une region 
constante (Fc) d'une immunoglobuline, telle qu'une 
immunoglobuline humaine (Jones et al.. Nature 321 : 52 2- 

25 525 (1986) ; Reichmann et al . , Nature 332 : 323-329 
(1988) ; et Presta et al . , Curr. Op. Struct. Biol. 2 : 
593-596 (1992) . 

Plus particuli^rement, par fragment d' anticorps on 
entend les fragments F(ab)2, Fab, Fab', sFv (Blazar et 

30 al., 1997, Journal of Immunology 159 : 5821-5833 et Bird 
et al., 1988, Science 242 : 423-426) d'un anticorps natif 
et par d6riv^ on entend, entre autres, un derive 
chimerique d'un anticorps natif (voir par exemple Arakawa 
et ai., 1996, J. Biochem 120 : 657-662 et Chaudray et al,, 

35 1989, Nature 339 : 394-397). Ces fragments d' anticorps et 
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Ci6riv6s d'anticorps conservent la capacity de se lier 
select ivement k l'antig6ne cible. 

L'anticorps monoclonal ou polyclonal ainsi obtenu ou 
son fragment est incorpor6 dans une composition 
diagnostique qui est utilis6e dans un proc6d4 pour 
detecter au moins un polypeptide ou un fragment peptidique 
tel que d^fini pr^cedemment dans un 4chantillon 
biologique, selon lequel on met en contact 1' ^chantillon 
biologique avec la composition dans des conditions 
pr6d6termin6es qui permettent la formation de complexes 
anticorps/antig^ne et on d6tecte la formation desdits 
complexes • 

L' invention a ^galement pour objet une composition 
diagnostique qui comprend un polypeptide ou un fragment 
peptidique tel que d^fini prec6demment et un proc6d6 pour 
detecter des anticorps dirig^s centre le virus HXHV ou au 
moins centre un polypeptide ou un fragment peptidique de 
1' invention^ selon lequel on met en contact un 6chantillon 
biologique suspects §tre ou pouvoir avoir ^t4 infects par 
20 le virus HXHV avec la composition diagnostique dans des 
conditions pr^d^terminees qui permettent la formation de 
complexes anticorps/antig^ne et on d^tecte la formation 
desdits complexes. En effet, il est connu que lors d' une 
infection par un agent viral, I'hote developpe des 
25 anticorps dirig§s contre cet agent viral (r^ponse 
humor ale) . 

La pr6sente invention a aussi pour objet le materiel 
biologique pour la preparation d'une composition 
pharmaceutique destinee au traitement des etres humains ou 

30 des animaux infect^s par au moins le virus HXHV et des 
compositions immunog^nes ou vaccinales qui peuvent etre 
utilisees pour produire des vaccins therapeutiques contre 
une infection par le virus HXHV et des vaccins 
prophylactiques pour pr^venir une potent ielle infection 

35 par le virus HXHV, lesdites preparations immunog^nes 
comprenant au moins un polypeptide ou un fragment 
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peptidique naturel, recombinant, ou de synthase de 
1' invention associ^ k un v6hicule et/ou un adjuvant et/ou 
un diluant et/ou un excipient pharmaceutiquement 
acceptable. 

5 La pr^sente invention a aussi pour objet 

1' utilisation d' au moins un anticorps monoclonal ou 
polyclonal ou d' au moins un fragment desdits anticorps de 
1' invention, sp6cifique d' au moins un polypeptide ou un 
fragment peptidique tel que defini ci-dessus pour la 
10 preparation d'une composition pharmaceutique qui 
administr^e k un patient infects par le virus HXHV a la 
capacity de r^duire voire d' inhiber la proliferation et/ou 
la replication du virus. Ces anticorps ou leurs fragments 
sont appel^s anticorps neutralisants . 
^5 6chantillon biologique, on entend par exemple le 

sang, le serum, le plasma, les prelevements tissulaires, 
tela que les extraits de biopsie du foie. 

Les vaccins prepares sont injectables, c'est-^-dire 
en solution liquide ou en suspension. En option, la 
20 preparation peut aussi gtre emulsifiee. La molecule 
antig6nique peut etre m^lang^e avec des excipients qui 
sont pharmaceutiquement acceptables et compatibles avec 
1' ingredient actif. Des exemples d' excipients favorables 
sont I'eau, une solution saline, le dextrose, le glycerol, 
I'ethanol ou des equivalents et leurs combinaisons . Si 
desire, le vaccin peut contenir des quantites mineures de 
substances auxiliaires comme des agents mouillants ou 
emulsif iants, des agents qui tamponnent le pH ou des 
adjuvants comme 1' hydroxide d' aluminium, le dipeptide 
muramyl ou leurs variations. Dans le cas des peptides, 
leur couplage k une plus grosse molecule (KLH, toxine 
tetanique) augmente quelquefois 1' immunogenicite . Les 
vaccins sont administres conventionnellement par injection 
par exemple intramusculaire, Des formulations 
35 additionnelles favorables avec d'autres modes 



25 
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administration incluent des suppositoires et quelquefois 
des formulations orales. 

Par v6hicule pharmaceutiqueraent acceptable " on 
entend les supports et v6hicules administrables k l'§tre 
5 humain ou k un animal, tels que d6crits par exemple dans 
Remington's Pharmaceutical Sciences 16*^*^ ed.. Mack 
Publishing Co. Le v^hicule pharmaceutiquement acceptable 
est de pr6f6rence isotonique^ hypotonique ou pr^sente une 
faible hypertonicit^ et a une force ionique relativement 
10 basse, Les definitions des excipients et adjuvants 
pharmaceutiquement acceptables sont 6galement donn^es dans 
Remington's Pharmaceutical Sciences precit^. 
L' invention a encore pour objet : 

~ une sonde, caracteris^e en ce qu'eile est 
15 susceptible de s'hybrider dans des conditions de 
stringence determinees k une sequence d' acide nucleique ou 
i un fragment nucl^otidique d'ADN ou d'ARN ou a une 
molecule d'ADN ou d'ARN de 1' invention ; de pr6f6rence, 
une sonde de 1' invention comprend au moins 12 nucleotides, 
20 de preference au moins 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 ou 
25 nucleotides et 1 ' hybridation est r^alis^e dans des 
conditions de stringence correspondant k une combinaison 
de la temperature et de la concentration saline choisie 
approximativement entre 12 k 20°C sous le Tm (« melting 
25 temperature ») du complexe sonde / sequence nucl6otidique 
k detecter ; 

- une amorce, caracteris6e en ce qu'elle est 
susceptible de s'hybrider dans des conditions de 
stringence determinees k une sequence d' acide nucleique ou 

30 k un fragment nucl^otidique d'ADN ou d'ARN ou a une 
molecule d'ADN ou d'ARN de 1' invention ; de preference, 
une amorce de 1' invention comprend au moins 12 
nucleotides, de preference au moins 17, 18, 19, 20, 21, 
22, 23, 24 ou 25 nucleotides et 1' hybridation est realisee 

35 dans des conditions de stringence correspondant k une 
combinaison de la temperature et de la concentration 
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saline choisie approximativement entre 12 a 20 ""C sous le 
Tm (« melting temperature ») du complexe amorce / sequence 
nucl6otidique k amplifier et/ou d6tecter. Les amorces 
representees en SEQ ID Nos 32 a 37 sont nouvelles et comme 
5 d^crit dans la partie exp^rimentale des couples d' amorces 
sont utilises pour 1' amplification des acides nucl6iques 
du virus HXHV, lesdits couples d' amorces etant choisis 
pref6rentlellement parmi les couples suivants : SEQ ID 
NO : 31 / SEQ ID NO : 32, SEQ ID NO : 31 / SEQ ID NO : 33, 
10 SEQ ID NO : 34 / SEQ ID NO : 35, , SEQ ID NO : 36 / SEQ ID 
NO : 37 ; 

- un anticorps anti-acide nucl^ique, caract^rise en 
ce qu'il est susceptible de se lier h une sequence d' acide 
nucleique ou k un fragment nucl^otidique d'ADN ou d'ARN ou 

15 k une molecule d'ADN ou d'ARN ; 

- une composition diagnostique, caracterisee en ce 
qu'elle comprend au moins une sonde ou une amorce ou un 
anticorps anti-acide nucl6ique tel que d6fini ci-dessus ; 

- un precede de detection d'ADN et/ou d'ARN viral, 
20 selon lequel on preieve un echantillon biologique d' un 

patient suspecte §tre ou pouvoir avoir ete infecte par le 
virus HXHV, on traite si necessaire ledit echantillon pour 
en extraire I'ADN et/ou I'ARN, on met en contact ledit 
echantillon avec au moins une sonde ou une amorce de 

25 1' invention, dans des conditions de stringence determinees 
et on detecte la presence d'ADN et/ou d'ARN viral dans 
1' echantillon soit par mise en evidence d'une hybridation 
dudit ADN et/ou ARN viral avec au moins une sonde, soit 
par amplification dudit ADN et/ou ARN (par exemple comme 

30 decrit dans la partie experimentale de 1' invention) ; et 

- un precede de detection d'ADN et/ou d'ARN viral, 
selon lequel on preieve un echantillon de serum ou de 
plasma d'un patient, on traite si necessaire ledit 
echantillon pour en extraire I'ADN et/ou I'ARN, on met en 

35 contact ledit echantillon avec au moins un anticorps anti- 
acide nucieique, ledit anticorps etant eventuellement 
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marqu6 par tout marqueur appropri§ et on met en Evidence 
la formation d'un complexe acide nucl6ique/anticorps . 

La production de polynucleotides, sondes ou amorces 
fait partie des connaissances generales de I'homme du 

5 metier. On peut notamment citer 1' utilisation d' enzymes de 
restriction^ et la synthase chimique sur synth6tiseur 
automatique. Les sondes et amorces susceptibles de 
s'hybrider dans des conditions de stringence determin^es k 
une sequence nucl^otidique d'ADN ou d'ARN ou a un fragment 

10 nucl6otidique tel que d6fini pr§c6demment font partie de 
cette definition. II est a la port^e de I'homme du metier 
de definir les conditions de stringence appropri6es. Des 
conditions de stringence caract6ristiques sont celles qui 
correspondent a une combinaison de la temperature et de la 

15 concentration saline choisie approximativement entre 12 k 
20 °C sous ie Tm melting temperature ") de I'hybride a 
1' etude. On peut ainsi se referer ^ I'ouvrage de George H, 
Keller et Mark M. Manak, DNA PROBES, second edition, 
Stockton Press, 1993, 49 West 24*^*' St., New York, N^Y. 

20 10010 USA. Les conditions de stringence pour discriminer 
meme une seule mutation ponctuelle dans une sequence 
nucleique sont connues depuis au moins les annees 1979 ; 
On peut citer a titre d'exemples Wallace R. B et al., DNA. 
Nucleic. Acids. Res. 6, 3543-3557 (1979), Wallace R. B et 

25 al,. Science, 209, 1396-1400 (1980), Itakura K, and Riggs 
A.D., Science, 209, 1401-1405 (1980), Suggs S.V. et al . , 
PNAS, 78, 6613-6617 (1981), Wallace R.B et al. DNA. 
Nucleic. Acids. Res., 9, 3647-3656 (1981), Wallace R.B et 
al. DNA. Nucleic. Acids. Res., 9, 879-894 (1981) et Conner 

30 B.J. etal, PNAS, 80, 278-282 (1983). Par ailleurs, on 
connalt des techniques pour la production d' anticorps 
anti-acides nucieiques. On peut citer k titre d'exemples 
Philippe Cros et al.. Nucleic Acides Researc, 1994, Vol. 
22, N^. 15, 2951-2957 ; Anderson, W.F. et al. (1988) 

35 Bioessays, 8 (2), 69-74 ; Lee, J.S. et al. (1984) FEBS 
Lett., 168, 303-306 ; Malfoy, B. et al. (1982) 
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Biochemistry, 21(22), 5463-5467 ; Stollar, B.D. et ai., 
J.J- (eds) Methods in Enzymology, Academic Press, pp 7 0- 
85 ; Traincard, F. et al. (1989) J. Immunol. Meth., 123. 
83-91 et Traincard, F. et al. (1989) Mol, Cell. Probes, 3, 
27-38) . 

L' invention se rapporte aussi h : 

- una composition vaccinale comprenant une sequence 
d'ADN codant pour au moins un polypeptide ou un fragment 
peptidique de 1' invention, ledit ADN etant melange avec un 
v6hicule et/ou un diluant et/ou un excipient appropri^ et 
pharmaceutiquement acceptable ; 

un oligonucleotide anti-sens ou anti-g^ne, 
caract^ris^ en ce qu'il est capable d'interf^rer 
specif iquement avec la synthase d' au moins un polypeptide 
13 ou un fragment peptidique de 1' invention ; 

- une composition pharmaceutique, caract^ris^e en ce 
qu'elle comprend au moins un oligonucleotide anti-sens ou 
un oligonucleotide anti-gdne ; 

- un vecteur, caracteris6 en ce qu'' il comprend au 
moins un gene d'^ int6ret therapeutique ou vaccinal, ledit 
gene codant notamment 

(i) soit au moins pour un polypeptide ou un 
fragment peptidique de 1' invention; 

- (ii) soit au moins pour tout ou partie d' un 
anticorps capable de se fixer a au moins un polypeptide ou 
fragment peptidique defini en (i) ; 

- (iii) soit au moins pour une molecule inhibitrice 
d'au moins un polypeptide ou fragment peptidique defini en 
(i) ; 

- (iv) soit au moins pour un ligand ou toute partie 
d'un ligand capable de se fixer h au moins un polypeptide 
ou fragment peptidique defini en (i) et/ou d'inhiber sa 
fonction ; 

une composition therapeutique ou vaccinale, 
35 caracterisee en ce qu'elle comprend, entre autre, un 
vecteur tel que defini ci-dessus et en ce que ledit gene 
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d'int6ret est plac6 sous la d^pendance d' elements assurant 
son expression In vivo ; 

- un materiel biologique pour la preparation d'une 
composition pharmaceutique ou vaccinale, comprenant au 

5 moins une cellule, notciminent une cellule ne produisant pas 
naturellement des anticorps, sous une forme permettant son 
administration dans un organisms mammif^re, humain ou 
animal, ainsi qu' ^ventuellement sa culture pr^alable, 
ladite cellule 6tant g^netiquement modifi^e in vitro par 

10 au moins une sequence d'acide nucleique ou par au moins un 
fragment nucl^otidique ou par au moins une molecule d'ADN 
ou par au moins un vecteur de 1' invention, lesdits 
sequence d'acide nucleique, fragment nucl6otidique, 
molecule d'ADN et gene du vecteur codant in vivo pour au 

15 moins un polypeptide ou un fragment peptidique de 
1' invention ou codant pour au moins tout ou partie d' un 
anticorps qui est capable de se lier k un polypeptide ou 
fragment peptidique de 1' invention ou codant pour au moins 
une molecule inhibitrice de la fonction et/ou de la 

20 fixation et/ou de 1' expression d'au moins un polypeptide 
ou d' un fragment peptidique ; 

une composition therapeutique ou vaccinale 
comprenant ledit materiel biologique ; 

~ une cellule genetiquement modifi6e, en particulier 

25 choisie parmi les cellules d' eucaryotes, telles que les 
cellules COS, CHO, Vero, BHK, PK 15, RK 13 ; les lignees 
cellulaires humaines de 1' ost6osarcorme, les lign6es 
cellulaires humaines HeLa et les lignees cellulaires 
humaines de i'hepatome, les lignees cellulaires 

30 d' insecte ; les cellules d'eucaryotes inf^rieurs, telles 
que les cellules de levure, en particulier les cellules 
issues de SaccharomyceSr Schizosacchazomyces, 

Kluveromyces , Hanseluna, Yarowla, Schwaniomyces, 

Zygosaccharomyces et Pichia, et de preference choisi parmi 

35 les cellules de Saccharomyces cerevlsiae, Saccharomyces 
carl sbergensi s, Schi zosaccharomyces pombe, Kluveromyces 
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lactls et de Pichia pastorls ; les cellules de 
procaryotes, telles que celles issues de E. coll ; 
lesdites cellules 6tant transform^es par au moins une 
sequence d' acide nucl^ique ou par au moins un fragment 
nucl^otidique ou par une molecule d'ADN ou par un vecteur 
de 1' invention; et 

une composition pharmaceutique ou vaccinale 
comprenant une telle cellule. 

Les compositions pharmaceutiques d^finies ci-dessus 
sent des compositions vaccinales k ADN particuli^rement 
avantageuses, en particulier par rapport aux compositions 
vaccinales " classiques " ^ base de prot6ine recombinante . 
En effet, 1' utilisation k vis6e vaccinale de prot^ines 
recombinantes est un systeme lourd et on6reux, notamment 
15 parce qu'il exige de tres important es 6tapes de 
purification des antig^nes recombinants. De plus, une des 
difficult^s rencontr^es est d'obtenir une persistence du 
vaccin suffisamment longue pour maintenir une bonne 
m^moire immunitaire. Au contraire, la mSthode de 
vaccination par I'ADN, dont les avantages sont inherent s 
aux propri6t6s intrins^ques de I'ADN, est simple et peu 
couteuse et est effectu^e slmplement par injection 
intramusculaire ou intradermique . De plus, il convient de 
noter que : 

~ J-SS vaccins k ADN sont non infectieux/non 
r#plicatifs, 

- que du fait que 1' immunisation par I'ADN est une 
forme de transfection in vivo, l'antig6ne viral est 
exprimi dans les cellules mammifferes sous sa conformation 

30 native, 

- comme dans le cas d' une infection virale, une large 
r6ponse immune, h la fois humorale et cellulaire est 
induite, et que 

- de plus, les vaccins ADN peuvent facilement €tre 
35 combines en raison de leur homogeneity physico-chimique. 



20 
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Enfin, 1' invention a pour objet un proc6dL6 
d' Evaluation d'un agent th6rapeutique selon lequel on 
administre k un animal des doses d^termin^es, en une dose 
ou en des doses r6p6t6es et h des intervalles de temps 

5 d6t ermines, au moins un polypeptide ou un fragment 
peptidique de 1' invention^ naturel, recombinant ou de 
synthase, ou encore obtenu a partir d'un 6chantillon 
biologique eventuellement apr^s un traitement pr^alable 
dudit ^chantillon biologique infects par le virus HXHV, on 

10 pr616ve un 6chantillon biologique de 1' animal, de 
preference du. sang ou du s^rum et on realise : 

(i) un dosage d'anticorps specif ique (s) du 
polypeptide ou du fragment polypeptidique ; et/ou 

(ii) un dosage de la reponse immune cellulaire 

15 induite centre le polypeptide ou le fragment 
polypeptidique, par exemple par un test d' activation in 
vitro de cellules lymphocytes T '^ helper " specif ique (s) 
du polypeptide ou du fragment polypeptidique. 

20 Figure : 

La figure repr^sente le sequengage partiel de la 
bande d' environ 1,3 Kb. Dans la figure, le positionnement 
du fragment d' environ 200 paires de bases non s4quenc6 est 
repr6sent6 par les symboles (-) .Dans la figure, ies 

25 fragments nucleotidiques indiqu6s en gras correspondent St 
des fragments nucleotidiques pr^sentant une homologie ou 
identite de sequence avec SEQ ID NO : 1 de 100%. Leur 
positionnement respectifs par rapport k SEQ ID NO : 1 sont 
les suivants : 253-233, 254-273, 273-254. 

30 

Exemples 

Exemple 1 : Extraction et extension 

Les acides nucleiques ont ete extraits k partir de 
140 pi d'un 6chantillon de s6rum d'un patient caract6ris6 
35 comme §tant HXHV positif par amplifications par PGR 
(Polymerase Chain Reaction), comme d^crit dans la demande 
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de brevet PCT/FR02/04578. en utilisant le kit QIAamp Viral 
mini spin Kit (nom commercial) de la society Qiagen, en 
suivant le protocole pr§conis6 par le fournisseur. 
Une amorce biotinyl6e (Comp S6M13-biotin) , dont la 
5 sequence est representee ci-dessous, a ensuite 6t6 
utilisee pour allonger la sequence SEQ ID NO : 1 
d'inter§t. L' amorce biotinylee anti-sens utilisee 
correspond aux nucleotides 494-475 de SEQ ID NO : !• 
amorce anti-sens Comp S6M13: 
10 5' -GCACTGCCGAGTTACATGGC-3' (SEQ ID NO :) 

Pour 1' extension, le kit GENEAmp XL PGR Kit (nom 
commercial) de la . soci6te Roche a et6 utilise en 
respectant le protocole preconis6 par le fournisseur. 

La composition du melange r^actionnel de 50 pi est la 
15 suivante : 

25 mM Mg(0AC)2 2,4 ]il 

dNTPs 2,5 mM de chaque 4,0 pi 

amorce Comp S6M13 2,0 pi (20 pico moles) 

3.3X XL Buffer II 15,1 pi 

20 rXth ADN polymerase (2 u/pl) 0,5 pi (1 u) 

Matrice ADN lo pi 

Eau distiliee 16 pi 

L' extension a ete realis^e selon le programme 
suivant : 

25 Le melange reactionnel a ete chauffe k 92 ^'C pendant 2 

minutes et soumis ensuite ^ 35 cycles, chaque cycle 
comprenant un chauffage k 92**C pendant 30 secondes, un 
chauffage k 55 pendant 30 secondes et un chauffage k 
68°C pendant 3 minutes. L' extension finale a ete realisee 

30 par chauffage a 68**C pendant 10 minutes suivi d'un 
refroidissement k 4°C. 

Exemple 2 : Capture de I'ADN double brin etendu. 
Le produit d' extension obtenu selon le protocole 
35 decrit dans 1' exemple 1 a ete isoie en utilisant le kit 
Dynabeads Kilobase BINDER (nom commercial) de la societe 
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Dynai, en suivant les instructions du fournisseur, Les 
billes (5 pi) ont premiferenient 6t6 lav6es deux fois dans 
le tampon Binding Buffer et resuspendues dans 20 pi de ce 
tampon. Un aliquot de 20 pi du produit d' extension a 6t6 

5 ajout6 et incub6 pendant 3 heures h temperature ambiante 
sur un rouleau pour conserver les billes en suspension. 
L'ADN double brin a ete purifie par deux lavages avec un 
tampon de lavage et un lavage ^ I'eau distill6e et les 
billes ont ensuite ^t^ resuspendues dans 20 pi d' esu 

10 distillee et conserv6e k 4*^0. 

Exemple 3 : Digestion et circularisation . 
5 pi de I'ADN double brin, capture selon 1' exemple 2, 
ont ete digeres par 1' enzyme BsaWI (NEB), dont le site de 
15 clivage correspondait a la position 299 de SEQ ID NO : 1, 
par chauffage h SQ'^C pendant 2 heures. L' enzyme a ensuite 
inactiv§e par chauffage a 80°C pendant 20 minutes. 
Apr6s quoi, le tube a 6t6 refroidi lentement et I'ADN 
dig6r6 a 6t6 purifiS en utilisant le kit QIA quick PGR 
20 purification Kit (nom commercial) de la soci^te Qiagen. 
L'ADN purifi^ a ensuite et§ soumis a ligation k 4*^0 
pendant une nuit en utilisant la ligase T4 commercialis§e 
par la soci6t6 Roche et la ligation a achev6e par 

chauffage a 65**C pendant 10 minutes. 

25 

Exemple 4 : Amplification. 

10 pi du produit de ligation obtenu selon 1' exemple 3 
ont et6 utilises comme matrice pour r^aliser une PGR semi- 
nich6e en utilisant le kit GeneAmp XL PGR Kit (nom 
30 commercial) de la soci^te Roche. Les deux tours de PGR ont 
6t6 r6alis6s de la mgme la fagon, selon le protocole 
suivant : 

Le melange r^actionnel a ete chauffe a 94**C pendant 2 
minutes et soumis ensuite & 35 cycleS/ chaque cycle 
35 comprenant un chauffage k 94 *G pendant 30 secondes, un 
chauffage k 47**C pendant 30 secondes et un chauffage h 
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68°C pendant 3 minutes. Le melange r^actionnel a ensuite 
6t6 soumis a un chauffage a 68 °C pendant 10 minutes suivi 
d'un refroidissement k 4^C* 
Premier tour de PGR : 
5 Composition du melange r6actionnel (50 yl> : 

2 5 mM Mg(0AC)2 2,4 pi 

dNTPs 2,5 mM de chaque 4,0 pi 

amorce 1M13 sens (25viM) 1,0 yl 

amorce CIRC 1 anti-sens (25 pM) 1,0 pi 

10 3.3X XL Buffer II 15,1 pi 

rTth ADN polymerase (2 u/pl) 0,5 pi (1 u) 

Mat rice ADN 10 pi 

Eau 16 pi 

15 Lgs couples d' amorces suivants ont ^t6 utilises : 

Amorce sens (1M13) : 

5' -CCCGCCCCGCTGATGAAAAG-3' ( SEQ ID NO : 31) 
Amorce anti-sens (CIRC 1) 

5'-GCGATGGTTGAGTCTCGACTA-3' (SEQ ID NO: 32) 

20 Deuxieme tour de PGR : 

Composition du melange r6actionnel (50 pi) : 
25 mM Mg(0AC)2 2,4 pi 

dNTPs 2,5 mM de chaque 4,0 pi 

amorce 1M13 sens (25pM) 1,0 pi 

25 amorce 6BRACE5' anti-sens (25 pM) 1,0 pi 

3.3X XL Buffer II 15,1 pi 

nth ADN polymerase (2 u/pl) 0,5 pi (1 u) 

Produit du 1^"" tour 10 pi 

Eau 16 pi 

30 

Les couples d' amorces suivants ont 6t6 utilises : 
Amorce sens {1M13) : 

5' -CCCGCCCCGCTGATGAAAAG-3' (SEQ ID NO : 31) 
Amorce antisens (6BRACE5'): 
35 5'-AGGTAGCAGGCGATATC-3* fSEO ID NO: 33^ 
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Les localisations des amorces dans la sequence XH 
(SEQ ID NO : 1) sent respectivement les suivantes : 
1M13 : 254-273 
CIR 1 : 253-233 
6BRACE5' 94-77 

Example 5 : Electrophorese sur gel d' agarose et 
hybridation . 

Les produits d' amplification obtenus selon 1' example 
4 ont 6t6 s6par6s par Electrophorese sur gel d' agarose 
If 5%. Trois bandes dont les tallies Etaient comprises 
entre 1,2 Kb et 2,5 Kb ont ete observEes sur le gel. 

Les produits amplifies ont 6tE transf^r^s sur une 
membrane de nylon Hybond-N-i- (nom commercial) (Amersham 
15 Biosciences UK limited) . La membrane a 4t6 hybridee a 42^C 
pendant une nuit avec le fragment XH complet marque k son 
extr^mite 3' au ^^P (gen^re en utilisant le kit Ready to Go 
DNA Labelling beads (nom commercial) de la sociStE 
Amersham Pharmacia Biotech Inc.). Les lavages suivants ont 
20 et^ realises i 65°C : 2X SSC, 15 minutes', deux fois ; IX 
SSC, 15 minutes, deux fois ; 0,5X SSC, 15 minutes, deux 
fois. La membrane a et§ soumise a autoradiographie h -80°C 
pendant une nuit. Les trois bandes presentaient des 
signaux faibles sur le film-X apr6s developpement . 

25 

Exemple 6 : Clonage et sequengage. 

Les trois bandes ont respectivement 6t6 clon^es dans 
le vecteur pCR2.1-T0P0 (Invitrogen) . Les clones ont 
ensuite ate cribles par hybridation sur colonies et 

30 identifies en utilisant I'enzymze EcoRI (Gibco BRL) . Les 
clones positifs ont 6t^ s^lectionn^s pour etre s^quenc^s. 

Les r§sultats du s6quengage ont mis en Evidence un 
fragment de 1133 paires de bases. La recherche effectu6e 
dans les banques des bases de donnees n' a montr6 aucune 

35 homologie de sequences significative. Le fragment de 1133 
paires de bases est r^f^renc^ dans 1' identif icateur de 
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sequences en SEQ ID NOs : 2 et 3. II est 6galement 
represent^ ^ la figure. 

Exemple 7 : R6p6tition 

5 En utilisant le meme produit de digestion et de 

circularisation decrit dans 1' exemple 3, une nouvelle 
amplification a 6te realis6e selon le protocole decrit 
dans 1' exemple 4, suivi d' une §lectrophor^se sur gel 
d' agarose et de la procedure d' hybridation d^crites dans 

10 1' exemple 5. Dans cet essai, une seule bande dont la 
taille 6tait d' environ 1,3 Kb a 6te observ6e sur le gel. 
Apres clonage et s^quengage, comme decrit dans 1' exemple 
6/ un fragment de 1133 paires de bases correspondant au 
fragment decrit dans 1' exemple 6 (SEQ ID NOs i 2, 3 et 

15 figure) a 6te obtenu. 

La pertinence de ce fragment de 1133 paires de bases par 
rapport au virus HXHV a §t^ v^rifiee comme decrit ci- 
dessous • 

Du aux limitations inh6rentes au s^quengage utilise, la 
20 sequence de la bande d' environ 1,3 Kb visualis^e sur gel 
s'est rev^lee etre incomplete. En effet, un fragment 
d' environ 1300 paires de bases etait attendu. Aussi, les 
presents inventeurs ont alors realise, avec une nouvelle 
procedure, un s6quengage complet de la bande d' environ 1,3 
25 Kb, comme decrit ci-dessous. La partie non s6quenc6e dans 
le s6quengage initial qui correspond h un fragment 
d' environ 200 paires de bases est repr6sent6, pour sa 
localisation, dans la figure par les symboles (-) . Le 
premier fragment s^quenc^ est repr^sent^ en SEQ ID NO : 2 
30 et le deuxieme fragment sequence est repr^sente en SEQ ID 
NO : 3 dans 1' identif icateur de sequences. 

Exemple 8 : Pertinence du fragment de 1133 paires de 
bases . 
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Pour verifier la pertinence du fragment de 1133 paires de 
bases par rapport au virus HXHV, des PGR nich^es ont 6t6 
r6alis6es en parall^le. 

• A partir de fractions obtenues sur gradient de sucrose 
5 de 17 scrums, dont 10 6taient positifs pour 1'0RF4 du 
virus HXHV d^crite dans la demande de brevet 
PCT/FR02/04578 et 7 etaient negatifs pour cette meme 
les acides nucl^iques ont 6t§ extraits et des PGR nich^es 
ont §t^ Gffectu^es selon le protocole suivant en utilisant 
10 la Taq ADN polymerase de la soci6t6 Promega : 

Le melange r^actionnel a 6t6 chauff^ a 94 •^C pendant 5 
minutes et soumis ensuite k 35 cycles, chaque cycle 
comprenant un chauffage k 94 ""C pendant 45 secondes/ un 
chauffage ^ 43 °c pendant 4 5 secondes et un chauffage a 
15 72 ""G pendant 1 minute. Le melange r^actionnel a ensuite 
6t6 soumis a un chauffage k 72 °C pendant 10 minutes suivi 
d' un ref roidissement ^ 4®C- 

Premier tour de PGR : 
20 Composition du melange r§actionnel (50 pi) 



Tampon Taq avec MgC12 lOX 5,0 pi 

dNTPs 10 mM de chaque 2,0 pi 

amorce XF4 sens (25pM) 1,0 pi 

amorce XB12 anti-sens (25 pM) 1,0 pi 

25 Taq ADN polymerase (5 u/pl) 0,5 pi 

Mat rice ADN 10 pi 

Eau 30,5 pi 



Les couples d' amorces suivants ont 6t6 utilises : 
Amorce sens (XF4) ; 

5' CCTTCTGGAGAGGGATTTC 3' (SEQ ID NO : 34 ) 
Amorce anti-sens (XB12) 
y TGTTACCTGCTACTTCGTGC 3' (SEP ID NO: 35^ 

Deuxi^me tour de PGR : 
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Composition du melange reactionnel (50 pi) : 



Tampon Taq avec MgC12 lOX 5,0 pi 

dNTPs 10 mM de chaque 2,0 pi 

amorce XFl sens (25pM) i,o pi 

5 amorce XBl anti-sens (2 5 pM) 1,0 pi 

Taq ADN polymerase (5 u/pl) 0,5 pi 

Produit du l^"" tour 10 pi 

35,5 pi 



10 Les couples d' amorces suivants ont 6t6 utilises : 

Amorce sens (XFl) : 

5' TAGAGTTGCGAGGCGTGACC 3' (SEQ ID NO : 36) 
Amorce antisens (XBl) : 
5' CCTTATCCAGTG(3CTTTTGGC 3' (SEP ID NQr :^7) 

15 

Les localisations des amorces dans la sequence SEQ ID 
NO : 4 sont respectivement les suivantes : 
XF4: 482-500 
XB12: 1255-1236 
20 XFl: 944-963 

XBl: 1186-1166 



Les produits d' amplification obtenus selon I'exemple 
4 ont 6t4 separ^s par §lectrophor^se sur gel d' agarose 

25 1,5%. Les produits aitplifi^s ont 6t6 transf6r6s sur une 
membrane de nylon Hybond-N+ (nom commercial) (Amersham 
Biosciences UK limited) . La membrane a 6t6 hybrid6e ^ 42*^0 
pendant une nuit avec le produit du 2^"^^ tour de PGR marqu6 
a son extr§mit6 3' au ^^P . Le produit du tour 2 a 6t6 

30 purifi4 avec le kit Qiaqick Gel Extraction Kit (nom 
commercial) et marqu6 en utilisant le kit Ready to Go dna 
Labelling beads (nom commercial) de la soci6t6 Amersham 
Pharmacia Biotech Inc.) Les lavages suivants ont et6 
r6alis6s k 65^C : 2X BSC, 15 minutes, deux fois ; IX SSC, 

35 15 minutes, deux fois ; 0/5X SSC, 15 minutes, deux fois. 
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La membrane a 6t6 soumise k autoradiographie k -80**C 
pendant une nuit , 

La bande de taille attendue d' environ 240 paires de bases 
est retrouv6e dans ies acides nucl6iques amplifies de 3 
5 fractions sur les 10 qui 6taient positives pour 1'0RF4 du 
virus HXHV. Aucune bande n'a 6te revelee pour les 7 
fractions qui etaient negatives pour 1'0RF4 du virus HXHV, 

• Les acides nucleiques extraits de 15 scrums de 
patients Non A-E, dont 9 Etaient positifs pour 1'0RF4 de 

10 HXHV et 6 Etaient n6gatifs pour cette m§me ORF ont ete 
amplifies par PGR nich§e avec le m§me protocole que celui 
d^crit ci-dessus. Les produits amplifies obtenus ont 
ensuite 6t6 s^par^s par ^lectrophor^se sur gel d' agarose, 
les membranes ont et6 hybrid^es et les bandes ont 6t^ 

15 r6vel4es par autoradiographie selon le meme protocole que 
celui d^crit ci-dessus. 

La bande de taille attendue d' environ 240 paires de 
bases est retrouv^e dans les acides nucl6iques amplifies 
de 3 scrums sur les 9 qui 6taient positifs pour 1'0RF4 du 

20 virus HXHV, Aucune bande n'a 6t6 revelee pour les 6 scrums 
qui 6taient negatifs pour 1'0RF4 du virus HXHV, 

Les resultats obtenus k partir de fractions de serums 
et de serums confirment done que la sequence de 1133 
paires de bases est associ^e au virus HXHV, 

25 

Exemple 9 : Sequengage complet de la bande d' environ 
1,3 Kb. 

Les produits PGR ont 4t6 purifi6s par digestion 
enzymatique (Enzyme Exosup - nom commercial) , La 

30 quantification des acides nucleiques a ete realis^e par 
dosage f luorom^trique. La reaction de s^quengage a ^t^ 
r6alis6e grSce a une reaction enzymatique en presence 
d'une amorce specif ique de la region a sequencer. Les 
produits ont ensuite 6t6 inject^s dans le s6quenceur Apply 

35 Biosystem 37 30 XL (nom commercial) . La sequence ADN 
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obtenue est une sequence de 1314 paires de bases 
representee en SEQ ID NO : 4 . 
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BEVENDICATIONS 

!• Sequence d' acide nucl6ique Isolde susceptible 
d'etre obtenue ^ partir du genome du virus HXHV, ladite 
5 sequence d' acide nucl^ique comprenant la sequence SEQ ID 
NO : 4 ou la sequence complement a ire de SEQ ID NO : 4 . 

2. Sequence d' acide nucleique isolee susceptible 
d'etre obtenue a partir du genome du virus HXHV, ladite 
sequence d' acide nucleique consistant en la sequence SEQ 

10 ID NO : 4 ou en la sequence complement aire de SEQ ID NO : 
4. 

3. Fragment nucl6otidique d'ADN, caract^ris^ en ce 
qu'il comprend ou consiste en une sequence nucl6otidique 
d'au moins 12 nucleotides contigus appartenant ^ SEQ ID 

15 NO : 4 ou a son compl^mentaire . 

4. Fragment selon la revendication 3, caracterise en 
ce qu'il comprend ou consiste en une sequence d'au moins 
15 nucleotides contigus appartenant i SEQ ID NO : 4 ou i 
son compiementaire . 

20 5. Fragment selon la revendication 3 ou A, 

caracterise en ce qu'il comprend ou consiste en une 
sequence d' au moins 18 nucleotides contigus appartenant k 
SEQ ID NO ; 4 ou a son complement aire . 

6. Fragment selon I'une quelconque des revendications 
25 3^5, caracterise en ce qu'il comprend ou consiste en une 

sequence d' au moins 20, 21, 22, 23, 24, 27, 30, 33,36, 39, 
42, 4 5, 4 8 51 ou 54 nucleotides contigus appartenant h SEQ 
ID NO : 4 ou ^ son complementaire . 

7. Fragment nucleotidique d'ADN, caracterise en ce 
30 qu'il comprend ou consiste en une sequence nucleotidique 

qui sur au moins 12 nucleotides contigus presente au moins 
90% d'identite, de preference au moins 95% d'identite et 
avantageusement au moins 98% ou 99% d'identite avec la SEQ 
ID NO : 4 ou avec la sequence coit^iementaire de SEQ ID 
35 NO : 4, a 1' exclusion des sequences TAGTCGAGACTCAACCATCGC 
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10 



et CCCGCCCCGCTGATGAAAAG et des sequences nucl6otidiques 
compl6mentaires desdites sequences, 

8. Fragment nucl6otidique d'ADN, caract6ris6 en ce 
qu'il comprend ou consiste en une sequence nucl^otidique 
qui sur au moins 15 nucleotides contigus pr6sente au moins 
90% d'identite, de preference au moins 95% d' identite et 
avantageusement au moins 98% ou 99% d' identity avec la SEQ 
ID NO : 4 ou avec la sequence compl^mentaire de SEQ ID 
NO : 4, ^ 1' exclusion des sequences TAGTCGAGACTCAACCATCGC 
et CCCGCCCCGCTGATGAAAAG, et des sequences nucl6otidiques 
compl6mentaires desdites sequences. 

9. Fragment nucl6otidique d'ADN, caract6ris6 en ce 
qu'il comprend ou consiste en une sequence nucl^otidique 
qui sur au moins 18 nucleotides contigus pr^sente au moins 

15 90% d' identity, de preference au moins 95% d' identity et 
avantageusement au moins 98% ou 99% d' identity avec la SEQ 
ID NO : 4 ou avec la sequence complementaire de SEQ ID 
NO : 4, ^ 1' exclusion des sequences TAGTCGAGACTCAACCATCGC 
et CCCGCCCCGCTGATGAAAAG, et des sequences nucl^otidiques 
complementaires desdites sequences. 

10. Fragment nucl^otidique d'ADN, caract^ris^ en ce 
qu'il comprend ou consiste en une sequence nucl^otidique 
qui sur au moins 20, 21, 22, 23, 24, 27, 30, 33, 36, 39, 
42, 45, 48, 51 ou 54 nucleotides contigus pr^sente au 

25 moins 90% d' identity, de preference au moins 95% 
d' identity et avantageusement au moins 98% ou 
99%d' identity avec la SEQ ID NO : 4 ou avec la sequence 
complementaire de SEQ ID NO : 4, k 1' exclusion des 
sequences TAGTCGAGACTCAACCATCGC et CCCGCCCCGCTGATGAAAAG, 

30 et des sequences nucieotidiques complementaires desdites 
sequences • 

11. Fragment selon I'une quelconque des 
revendications 3 h 10, caracterise en ce que lesdits 
nucleotides contigus appart iennent au segment commengant 

35 au nucleotide 2 et se terminant au nucleotide 286 de 
SEQ ID NO : 4 ou fragment complementaire dudit fragment. 



20 
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12. Fragment selon I'une quelconque des 
revendications 3 a 10, caracteris6 en ce que lesdits 
nucleotides contigus appartiennent au segment commengant 
au nucleotide 4 et se terminant au nucleotide 144 de 

5 SEQ ID NO : 4 ou fragment complement aire dudit fragment. 

13. Fragment selon I'une quelconque des 
revendications 3 6 10, caract^rise en ce que lesdits 
nucleotides contigus appartiennent au segment commengant 
au nucleotide 180 et se terminant au nucleotide 1004 de 

10 SEQ ID NO : 4 ou fragment complement aire dudit fragment. 

14. Fragment selon I'une quelconque des 
revendications 3 k 10, caracterise en ce que lesdits 
nucleotides contigus appartiennent au segment commengant 
au nucleotide 614 et se terminant au nucleotide 820 de 

15 SEQ ID NO : 4 ou fragment compiementaire dudit fragment. 

15. Fragment selon I'une quelconque des 
revendications 3 a 10, caracterise en ce que lesdits 
nucleotides contigus appartiennent au segment commengant 
au nucleotide 1228 et se terminant au nucleotide 1314 de 

20 SEQ ID NO : 4 ou fragment compiementaire dudit fragment. 

16. Fragment selon I'une quelconque des 
revendications 3 h 10, caracteris6 en ce que lesdits 
nucleotides contigus appartiennent au segment commengant 
au nucleotide 1283 et se terminant au nucleotide 1197 de 

25 la sequence compiementaire de SEQ ID NO : 4 ou fragment 
compiementaire dudit fragment. 

17. Fragment selon I'une quelconque des 
revendications 3 k 10, caracterise en ce que lesdits 
nucleotides contigus appartiennent au segment commengant 

30 au nucleotide 12 64 et se terminant au nucleotide 1067 de 
la sequence compiementaire de SEQ ID NO : 4 ou fragment 
compiementaire dudit fragment. 

18. Fragment selon I'une q^ielconque des 
revendications 3 k 10, caracterise en ce que lesdits 

35 nucleotides contigus appartiennent au segment commengant 
au nucleotide 1209 et se terminant au nucleotide 1099 de 
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la sequence compi^mentaire de SEQ ID NO : 4 ou fragment 
compl^mentaire dudit fragment. 

19. Fragment selon I'une quelconque des 
revendications 3 h 10, caract6rise en ce que lesdits 

5 nucleotides contigus appartiennent au segment commengant 
au nucleotide 819 et se terminant au nucleotide 736 de la 
sequence compiementaire de . SEQ ID NO : 4 ou fragment 
compiementaire dudit fragment. 

20, Fragment selon I'une quelconque des 
10 revendications 3 h 10, caracteris6 en ce que lesdits 

nucleotides contigus appartiennent au segment commen^ant 
au nucleotide 800 et se terminant au nucleotide 6 de la 
sequence compiementaire de SEQ ID NO : 4 ou fragment 
compiementaire dudit fragment. 

15 21. Fragment selon I'une quelconque des 

revendications 3 a 10, caracterise en ce que lesdits 
nucleotides contigus appartiennent au segment commen9ant 
au nucleotide 784 et se terminant au nucleotide 629 de la 
sequence compiementaire de SEQ ID NO : 4 ou fragment 

20 compiementaire dudit fragment. 

22. Fragment selon I'une quelconque des 
revendications 3 h 10, caracterise en ce que lesdits 
nucleotides contigus appartiennent au segment commenqrant 
au nucleotide 610 et se terminant au nucleotide 410 de la 

25 sequence compiementaire de SEQ ID NO : 4 ou fragment 
compiementaire dudit fragment . 

23. Fragment selon I'une quelconque des 
revendications 3 h 10, caracterise en ce que lesdits 
nucleotides contigus appartiennent au segment commengant 

30 au nucleotide 391 et se terminant au nucleotide 221 de la 
sequence compiementaire de SEQ ID NO : 4 ou fragment 
compiementaire dudit fragment. 

24. Fragment selon I'une quelconcjue des 
revendications 3^6, caracterise en ce qu'il coit^rend ou 

35 consiste en I'une quelconque des sequences SEQ ID NOs 5 k 
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17 ou i'une quelconque des sequences compl6mentaires des 
sequences SEQ ID Nos 5 ^ 17. 

25. Produit de transcription d'une sequence telle que 
d^finie dans I'une quelconque des revendications 1 et 2 ou 

5 d'un fragment tel que d6fini dans I'une quelconque des 
revendications 3 i 24, 

26. Molecule d'ADN, caract6ris6e en ce qu'elle 
comprend ou consiste en une sequence telle que d^finie 
dans I'une quelconque des revendications 1 et 2 ou un 

10 fragment tel que d6fini k I'une quelconque des 
revendications 3 & 24. 

27. Molecule d'ARN, caract^ris^e en ce qu'elle 
comprend ou consiste en un produit de transcription d'une 
molecule d'ADN telle que definie k la revendicat ion 26. 

15 28. Polypeptide dont la sequence poiypeptidique est 

codee par une sequence telle que definie dans I'une 
quelconque des revendications 1 et 2 ou par un fragment 
tel que d^fini dans I'une quelconque des revendications 3 
k 24. 

20 29. Polypeptide selon la revendication 28, dont la 

sequence poiypeptidique comprend ou consiste en I'une 
quelconque des sequences SEQ ID NO : 18 a 30 ou en une 
sequence poiypeptidique ^quivalente k I'une quelconque des 
sequences SEQ ID NO : 18 ^ 30 dans laquelie (i) les acides 

25 amines alanine, proline, glycine sont des Equivalents, 
(ii) les acides amines acide aspartique, acide glutamique 
sont des equivalents, (iii) les acides amines histidine, 
lysine, arginine sont des Equivalents, (iv) les acides 
amines asparagine, glutamine, serine, threonine sont des 

30 Equivalents, (v) les acides amines phenylalanine, 
tyrosine, tryptophane sont des Equivalents et (vi) les 
acides aminEs isoleucine, leucine, valine, mEthionine sont 
des equivalents. 

30. Fragment poiypeptidique selon la revendication 

35 28, comprenant ou consistant en une sEquence peptidique 
d'au moins 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 
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17 ou acides amines appartenant k I'une quelconque des 
sequences SEQ ID NOs : 18 ^ 30 ou a une sequence 
Equivalents k 1' une quelconque des sequences SEQ ID NO : 

18 k 30 dans laquelle (i) les acides amines alanine^ 
5 proline, glycine sont des Equivalents, (ii) les acides 

amines acide aspartique, acide glutamique sont des 
Equivalents, (iii) les acides aminEs histidine, lysine, 
arginine sont des Equivalents, (iv) les acides aminEs 
asparagine, glut amine, serine, threonine sont des 
10 Equivalents, (v) les acides aminEs phEnylalanine, 
tyrosine, tryptophane sont des Equivalents et (vi> les 
acides aminEs isoleucine, leucine, valine, mEthionine sont 
des Equivalents. 

31. Epitope caractErisE en ce qu'il comprend ou 
15 consiste en une sEquence peptidique d' au moins 6, 8, 9, 

10, 12, 15 ou 18 acides aminEs et au plus de 10, 12, 15 ou 
18 acides aminEs, en particulier en ce que sa sEquence 
consiste en une sEquence peptidique de 6 ^ 10 acides 
aminEs, de 6 3l 12 acides aminEs, de 6 6 15 acides aminEs, 

20 de 6 i 18 acides aminEs, de 8 10 acides aminEs, de 8 ^ 
12 acides aminEs, de 8 ^ 15 acides amines, de 8 ^ 18 
acides amines et de 15 k 18 acides amines de I'une 
quelconque des sequences representEes en SEQ ID NO : 18 ^ 
30 ou d'une sequence polypeptidique f onctionnellement 

25 Equivalente auxdites sEquences SEQ ID NO : 18 ^ 30. 

32. Cassette d' expression f onctionnelle dans une 
cellule issue d'un organisme procaryote ou eucaryote, 
permettant 1' expression d' une sEquence d' acide nuclEique 
selon l^une quelconque des revendications 1 ou 2, ou d'un 

30 fragment selon I'une quelconque des revendications 3 k 24, 
ou d' une molEcule d'ADN selon la revendications 26, placEe 
sous le controle des ElEments necessaires a son 
expression . 

33. Vecteur comprenant une cassette d' expression 
35 selon la revendication 32. 
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34. Cellule issue d' un organisme eucaryote ou 
procaryote comprenant une cassette d' expression selon la 
revendication 32 ou un vecteur d' expression selon la 
revendication 33. 
5 35. Cellule selon la revendication 34, caract6ris6e 

en ce qu'elle est issue d'un organisme eucaryote, en 
particulier les cellules provenant d' animaux tels que les 
mammif^res, les reptiles, les insectes, de pr^f§rence les 
cellules choisies parmi les cellules COS, CHO, Vero, BHK, 
10 PK 15, RK 13 ; les lign^es cellulaires humaines de 
I'' ost^osarcorme, les lign^es cellulaires humaines HeLa et 
les lignees cellulaires humaines de I'h^patome ; les 
lignees cellulaires d'insecte. 

36. Cellule selon la revendication 34, caract6ris6e 
15 en ce qu'elle est issue d'un organisme eucaryote 

inf^rieur, en particulier issue de levures, telles que 
Sacch&romyces, Schlzosaccharomyces, Kluveromyces, 

Hanseluna, Yarowia, Schwaniomyces, Zygosaccharomyces et 
Pichia, et de pr6f6rence choisi parmi les cellules de 
20 Saccha-ro/nyces cerevisiae, Saccharomyces carlsbergensls, 
Schlzosaccharomyces pomhe, Kluvoromyces lactis et de 
Plchia pastoris . 

37. Cellule selon la revendication 34, caracterisee 
en ce qu'elle est issue d'un organisme procaryote de 

25 pr6f6rence E. coll. 

38. Polypeptide susceptible d'etre produit par une 
cassette d' expression selon la revendication 32, un 
vecteur selon la revendication 33, ou une cellule selon 
I'une quelconque des revendicat ions 34 a 37 . 

30 39. Proced^ pour preparer un polypeptide- selon la 

revendication 28 ou 29 ou un fragment peptidique selon la 
revendication 30, selon lequel on cultive une cellule bote 
telle que d^finie a I'une quelconque des revendicat ions 34 
h 37 dans un milieu de culture appropri^, et on purifie 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (RE6LE 26) 



wo 2005/005466 



PCT/FR2004/050310 



39 



ledit polypeptide ou ledit fragment peptidique produit 
jusqu'^ un degre de puret6 requis . 

40. Polypeptide immunogfene comprenant ou consistant 
en un polypeptide tel que d6fini i la revendication 28 ou 

5 29 ou un fragment peptidique tel que d6fini k la 
revendication 30. 

41. Anticorps monoclonal ou polyclonal susceptible 
d'etre obtenu par immunisation d'un animal mammif^re avec 
un polypeptide immunog^ne tel que d6fini dans la 

10 revendication 40. 

42. Composition diagnostique, caract^risee en ce 
qu'elle comprend un polypeptide tel que d^fini ^ la 
revendication 28 ou 29 ou un fragment polypeptidique tel 
quB d^fini k la revendication 30. 

15 43. Composition diagnostique, caract^ris^e en ce 

qu'elle comprend un anticorps monoclonal ou un anticorps 
polyclonal tel que defini dans la revendication 41. 

44. Proc^d^ pour d^tecter des anticorps dirig^s 
centre le virus HXHV ou au moins un polypeptide tel que 

20 defini a la revendication 28 ou 2 9 ou un fragment 
peptidique tel que defini dans la revendications 30, seion 
lequel on met en contact un 6chantillon biologique d' un 
patient suspecte etre infect^ par le virus HXHV avec une 
composition diagnostique telle que d^finie dans la 

25 revendication 42, dans des conditions pred6termin6es qui 
permettent la formation de complexes anticorps /ant ig^ne et 
on d6tecte la formation desdits complexes. 

45. Proc6d6 pour d6tecter un polypeptide tel que 
defini k la revendication 28 ou 2 9 ou un fragment 

30 peptidique tel que defini a la revendication 30, dans un 
echantillon biologique d'un patient suspect^ Stre infecte 
par le virus HXHV, selon lequel on met en contact 
1' §chantillon biologique avec une composition diagnostique 
telle que dSfinie dans la revendication 43, dans des 

35 conditions pr4d^termin6es qui permettent la formation de 
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complexes anticorps/antigene et on d6tecte la formation 
desdits complexes. 

46. Composition immunogfene ou vaccinale, caract^ris6e 
en ce qu'elle comprend un polypeptide tel que d^fini 6 la 

5 revendication 28 ou 29 ou un fragment peptidique tel que 
d^fini dans la revendication 30, associ6 k un vehicule 
et/ou adjuvant et/ou diluant approprie et/ou i un 
excipient pharmaceutiquement acceptable. 

47. Sonde d'au moins 12 nucleotides, caracteris^e en 
10 ce qu'elle est susceptible de s'hybrider a une sequence 

d'acide nucl§ique telle que definie dans la revendication 
1 ou 2, ou i un fragment nucl^otidique tel que d6fini dans 
I'une quelconque des revendications 3 k 24, ou une 
molecule d'ADN ou d' ARN telle que definie dans les 
15 revendications 26 ou 27, 1' hybridation ^tant r6alis6e dans 
des conditions de stringence determin6es. 

48. Amorce d' au moins 12 nucleotides, caracterisee en 
ce qu'elle est susceptible de s'hybrider k une sequence 
d'acide nucl6ique telle que definie dens la revendication 

20 1 ou 2, ou un fragment nucleotidique tel que defini dans 
I'une quelconque des revendications 3 k 24, ou ^ une 
molecule d'ADN ou d'ARN telle que d6finie dans la 
revendication 26 ou 27 1' hybridation ^tant realisee dans 
des conditions de stringence d^terminees. 

25 49. Amorce selon la revendication 48, caract6ris6e en 

ce qu'elle est choisie parmi les amorces SEQ ID Nos 32 k 
37. 

50, Couple d' amorces selon la revendication 48, 
caracteris^ en ce qu'il est choisi parmi un des couples 

30 suivants : SEQ ID NO : 31 / SEQ ID NO : 32, SEQ ID NO : 31 
/ SEQ ID NO : 33, SEQ ID NO : 34 / SEQ ID NO : 35, , SEQ 
ID NO : 36 / SEQ ID NO : 37 . 

51. Anticorps anti-acide nucl6ique, caract6ris6 en ce 
qu'il est susceptible de se lier k une sequence d'acide 

35 nucl6ique telle que definie dans la revendication 1 ou 2, 
ou k un fragment nucleotidique tel que d§fini dans I'une 
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quelconque des revendications 3 ^ 24, ou ^ une molecule 
d'ADN ou d'AElN telle que d^finie dans la revendication 2 6 
ou 27 . 

52. Composition diagnostique^ caract^risSe en ce 
5 qu'elle comprend au moins une sonde ou au moins une amorce 

ou au moins un couple d' amorces ou un anticorps anti-acide 
nucl^ique tel (le) que d6f ini (e) dans les revendications 
47, 48, 49, 50 ou 51. 

53. Proced^ de detection d'un ADN ou d''un arn viral, 
10 dans un 6chantillon biologique d'un patient suspect^ etre 

infects par le virus HXHV, selon lequel on traite si 
n^cessaire ledit 6chantillon pour en extraire I'ADN ou 
I'ARN, on met en contact ledit ADN ou ARN avec au moins 
une sonde ou avec au moins une amorce ou avec au moins un 

15 couple d' amorces tel(le) que d^f ini (e) dans les 
revendications 47, 48, 49 ou 50, dans des conditions de 
stringence determin^es, et on detecte la presence d'ADN ou 
d'ARN viral dans 1' 6chantillon soit par mise en Evidence 
d'une hybridation dudit ADN ou ARN viral avec au moins une 

20 sonde telle que definie dans la revendication 47, soit par 
amplification dudit ADN ou ARN k 1' aide d'au moins une 
amorce telle que definie dans la revendication 48 ou 4 9 ou 
d' au moins un couple d' amorces tel que defini dans la 
revendication 50, 

25 54. Proc6d6 de detection d'ADN et/ou d'ARN viral du 

virus HXHV, selon lequel on pr^l6ve un echantillon 
biologique, tel que du s§rum, plasma ou sang d'un patient, 
on traite si n6cessaire ledit 6chantillon pour en extraite 
I'ADN et/ou I'ARN, on met en contact ledit Echantillon 

30 avec au moins un anticorps anti-acide nucleique tel que 
defini dans la revendication 51, ledit anticorps 6tant 
eventuellement marqu4 par tout marqueur appropriE et on 
met en evidence la formation d'un complexe acide 
nucl6ique/anticorps . 

35 55. Composition vaccinale comprenant une s6c[uence 

d'ADN codant pour au moins un polypeptide tel que defini 
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dans la revendication 28 ou 2 9 ou codant pour au moins un 
fragment peptidique tel que d6fini dans la revendication 
30, ledit ADN 6tant m61ang6 avec un v6hicule et/ou un 
diluant et/ou un excipient pharmaceutiquement acceptable. 
5 56. Vecteur comprenant au moins un g^ne d' int6r§t 

th^rapeutique ou vaccinal, ledit g^ne codant notamment au 
moins pour un polypeptide ou un fragment peptidique tel 
que d6fini dans I'une quelconque des revendications 28, 29 
et 30. 

10 57. Composition th6rapeutique ou vaccinale, 

caract^ris^e en ce qu'elle comprend un vecteur tel que 
d^fini dans la revendication 5 6 et en ce que ledit g^ne 
d'int4r§t est place sous la d^pendance d'616ments assurant 
son expression in vivo. 

15 58. Cellule g^n^t iquement modifi^e, en particulier 

choisie parmi les cellules d' eucaryotes, telles que les 
cellules COS, CHO, Vero, BHK, PK 15, RK 13 ; les lignees 
cellulaires humaines de 1' osteosarcorme, les lignees 
cellulaires humaines HeLa et les lign6es cellulaires 

20 humaines de 1' hepatoma, les lignees cellulaires 
d'insecte ; les cellules d'eucaryotes inf^rieurs, telles 
que les cellules de levure, en particulier les cellules 
issues de Saccharomyces^ Schizosaccharomyces, 

Kluveromyces , Hanseluna, Yarowia, Schwaniomyces, 

25 Zygosaccharomyces et Plchla, et de pr6f6rence choisi parmi 
les cellules de Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces 
carlsbergensi s, Schi zosaccharomyces pombe, Kluveromyces 
lactls et de Pichla pastorls ; les cellules de 
procaryotes, telles que celles issues de coll ; 

30 lesdites cellules 6tant transformees par au moins une 
sequence d'acide nucleique selon la revendication 1 ou 2 
ou par au moins un fragment .nucl^otidique selon I'une 
quelconque des revendications 3 i 24 ou par une molecule 
d'ADN selon la revendication 26 ou par un vecteur selon la 

35 revendication 56. 
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59. Composition pharmaceutique ou vaccinale, 
caract§ris6e en ce qu'elle comprend une cellule telle que 
d^finie dans la revendication 58. 

3 
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Figure 



TAGTCGAGACTCAACCATCGCTCCCGCCCCGCTGATGAAAAGGTCGCTCGGCTCAAGCGCGAACTGTC 

GCGTGTTACCAAGGAACGAGATTTTTTACGAGACGCGGCAGCGTACTTCGCGAAGCAATCGCCGAACG 

GTACGCGGTGATCGAGCGCTGCCGCAGCGACTACCCCATTGGGATGATGTGCCGCTGCCTTCAAGTGT 

CGACCAGTGGGTTCTACGCCTGGGCCAGGCGAAAGCCGGGGCCGCGTGCCCAGGCGAATTCGCGTCTC 

TTGGAGCGCATGCGTGAAATCCACGAGGACAGCCGAGGCATCATCGGCGCGCGTCGGATGCAGGAAGA 

CCTCGCCGACGAAGGCATGCCCGCCAGCTTGAATCGGGTGGCCCGCGTCATGGCCAAGGCCGGGCTTC 

AGGGCTGGCCGCGGCGAAAGAAGCGTGGCTTTCCGCGCAAGCCGCCGACGCGTCGTCCCGAGGGCGTC 

AGGAACCTTCTGGAGAGGGATTTCTCGGCGCTCGAACCGGAGACGAAGTGGGTAACCGACATCACCGA 
GATCGTCACCGACGAGGG 

TACCAGAAGTTCCTCGGCAGCCATGCCTTGGTCTGCAGCATGAGCGAGGTCGGCCATTGCGGCGACAA 

CGCAGCATGTGAGGGATTCTTCGGGCTACTGAAGCGAGAGTGGATCTACCAAACCCGCTACAGCACAA 

GAAGGGAAGCTCGGGCCGACGTCTTTGCCTACCTGGAGCGGTTCCACGACCCGCGGATGCGCCGTAGA 

GTTGCGAGGCGTGACCGGGAGTTTCAAGCCTTAATCAAACCGTCCGCGGAAACGGGGTAGAACCCGAG 

TCCACTTACCGCCGGTGCGGCGCAGGTCGCCGCCCCACACCACGCAGGTTAAGTCGAGTTCCGAACCC 

TGCACCTGAAACTCAGTGGCGACGTCTTCGAGGTAGTACGACGTCTTCGCGGTGATACAAGAAACGTG 

TGTCCTCCTTGCCGGCCAAAAGCCACTGGATAAGGTCGACCTTTAAGCGCATTCCCATAGCGTACTGG 

GACCCCTGATGCCGAGGCACGAAGTAGCAGGTAACATCGTGTCATGCACAAGCAATCGGATCATGTCG 
TCTCGCTCTTTTCATGAGCGGGGCGG6 
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SEQUENCE LISTING 

<1I0> BIOMERIEUX 

INSERM (INSTITUT NATIONAL DE LA SANTE ET DE LA RECHERCHE MEDICALE) 

<120> Sequences d'acidea nucl^iques et prot§iques du virus HXHV et utilisations 

<130> HXHVl 

<160> 37 

<170> Patentin version 3.1 

<210> 1 

<211> 1362 

<212> DNA 

<213> virus 



<400> 1 



actaccaaca 


gatcctcgac 


gaactgcgcc 


aggaactggc 


cgagcactac 


ctgctgcgca 


60 


gcgacctggc 


gatccaggat 


atcgcctgct 


acctcggttt 


caccgagtca 


cgctcgttcc 


120 


accgcagttt 


caagagctgg 


accgggcaga 


cgccgggcga 


gtttcgcgag 


agccggcgcc 


180 


gggataatcc 


gctgggctag 


cgcgatatgg 


ccggaaacgc 


cgtgccagcc 


agtagtcgag 


240 


actcaaccat 


cgccccgccc 


cgctgatgaa 


aagcgccacg 


agcgcagcca 


cggccggcac 


300 


cggtgaggtt 


tgccaatggc 


atatcagtcc 


tcccggcgcc 


cttactcgtt 


cttatcgcca 


360 


ctgcacgtgc 


cttcaatacg 


ggagccttcc 


tgcgccttct 


cggcagcggc 


caggctgtag 


420 


ccgccggcca 


gttcctgctc 


agcgaagggg 


atgctagtgg 


cgtgggcagt 


gaacgccatg 


480 


taactcggca 


gtgcagcgcc 


ctagggtctg 


ttgccgtttc 


gcgcacggcc 


gcgtcgaaac 


54 0 


ggcaacagac 


cctaggtggc 


agtcagggta 


ttggcatctc 


tccatcggtt 


tcgaatacgg 


600 


cgccaggttg 


gcgccctcgc 


agcaatggac 


gaggcaggga 


tgcgggcgtt 


acagcgggcg 


660 


aaaaagattt 


ctcgtagccc 


gatgaaatac 


g99g9cgctt 


tgctcgccag 


caatcgcggc 


720 
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tacgactgca 


tggacgcagg 


aggtagagcg 


aagcaggatg 


wagagcaga 


aagctccccc 


780 


ccacagacac 


agaaacatcc 


accgcacggt 


aggaggtgat 


tcaaatgatc 


aggcatctcc 


840 


tctggttgga 


ctgcatggcc 


gctgcgagca 


cgggcgttgt 


ggttctgttg 


ctggcccccc 


900 


tggtcgagcg 


gctggtatgc 


cctgcccggc 


gagctgctga 


gcttcatcgg 


cgcgatcaat 


960 


atcgcctacg 


cctgcttttc 


catttcgctg 


gcgattcgcc 


tgcgacgcgc 


cgaagcgcta 


1020 


atcaagctgc 


tggcagtggc 


caacggactc 


tgggcgttgg 


catgccttgg 


catcgctacg 


1080 


atct ttgccc 


CdC t c a t* cia r" 


^^uaccg^gg 


ccucgcca^g 


tgctcggcga 


ggctgcatcc 


1140 


gtcgcaggcc 


tgggcatgct 


99agtggaaa 


tggcgcaggc 


aqctqctQQt 


acic tacfcas a 

3 3 ^ ^ ^3 3 ^-^ tH** 


12 00 


cagggcgttt 


cgactcagct 


tgtcgcggtc 


cagtaaccgt 


cacaggtatt 


\^ y ^ ^3 ^^■'Vj 


126 0 


tccggcgatg 


gctgttcagg 


ccatcatcag 


ccctatcctt 


caQCCccata 


^4 ^4 Z3 ^ W 


13 2 0 


ttgcccgcgt 


gcttggccgc 


gtacctcggc 


cccgaccacg 


ct 




1362 


<210> 2 














<211> 562 














<212> DNA 














<213> virus 












<400> 2 
tagtcgagac 


tcaaccatcg 


ctcccgcccc 


gctgatgaaa 


a99tcgctcg 


gctcaagcgc 


60 


gaactgtcgc 


gcgttaccaa 


ggaacgagat 


tttttacgag 


acgcggcagc 


gtacttcgcg 


120 


aagcaatcgc 


cgaacggtac 


gcggtgatcg 


agcgctgccg 


cagcgactac 


cccattggga 


180 


tgatgtgccg 


ctgccttcaa 


gtgtcgacca 


gtgggttcta 


cgcctgggcc 


aggcgaaagc 


240 


cggggccgcg 


tgcccaggcg 


aattcgcgtc 


tcttggagcg 


catgcgtgaa 


atccacgagg 


300 


acagccgagg 


catcatcggc 


gcgcgtcgga 


tgcaggaaga 


cctcgccgac 


gaaggcatgc 


360 


ccgccagctt 


gaatcgggtg 


gcccgcgtca 


tggccaaggc 


cgggcttcag 


ggctggccgc 


420 


ggcgaaagaa 


gcgtggcttt 


ccgcgcaagc 


cgccgacgcg 


tcgtcccgag 


ggcgtcagga 


480 


accttctgga 


gagggatttc 


tcggcgctcg 


aaccggagac 


gaagtgggta 


accgacatca 


540 


ccgagatcgt 


caccgacgag 


99 








562 



<210> 3 
<211> 571 
<212> DNA 
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<213> virus 



<400> 3 
taccagaagt 


tcctcggcag 


ccatgccttg 


gtctgcagca 


tgagcgaggt 


cggccattgc 


60 


ggcgacaacg 


cagcatgtga 


gggattcttc 


gggctactga 


agcgagagtg 


gatctaccaa 


120 


acccgctaca 


gcacaagaag 


ggaagctcgg 


gccgacgtct 


ttgcctacct 


ggagcggttc 


180 


cacgacccgc 


3 3 ^ ^ y v»y 




»ggcgcgacc 


9993-gtttca 


agccttaatc 


240 


aaaccgtccg 


cggaaacggg 


gtagaacccg 


agtccactta 


ccgccggtgc 




300 


gccgccccac 


accacgcagg 


ttaagtcgag 


ttccgaaccc 


tgcaccbgaa 


actcagtggc 


360 


gacgtcttcg 


aggtagtacg 


acgtcttcgc 


ggtgatacaa 


gaaacgtgtg 


tcctccttgc 


420 


cggccaaaag 


ccactggata 


aggtcgacct 


tcaagcgcat 


tcccatagcg 


tactgggacc 


480 


cctgatgccg 


aggcacgaag 


tagcaggtaa 


catcgtgtca 


tgcacaagca 


atcggatcat 


540 


gtcgtctcgc 


tcttttcatg 


agcggggcgg 


9 






571 


<210> 4 














<211> 1314 












<212> DNA 














<213> virus 












<400> 4 
tagticgagac 


tcaaccatcg 


ctcccgcccc 


gctgatgaaa 


aggtcgctcg 


gctcaagcgc 


60 


gaactgtcgc 


gtgttaccaa 


ggaacgagat 


tttttacgag 


acgcggcagc 


gtacttcgcg 


120 


aagcaatcgc 


cgaacggtac 


gcggtgatcg 


agcgctgccg 


cagcgactac 


cccattggga 


180 


tgatgtgccg 


ctgccttcaa 


gtgtcgacca 


gtgggttcta 


cgcctgggcc 


aggcgaaagc 


240 


cggggccgcg 


tgcccaggcg 


aattcgcgtc 


tcttggagcg 


cacgcgtgaa 


atccacgagg 


300 


acagccgagg 


catcatcggc 


gcgcgtcgga 


tgcaggaaga 


cctcgccgac 


gaaggcatgc 


360 


ccgccagctt 


gaatcgggtg 


gcccgcgtca 


tggccaaggc 


cgggcttcag 


ggctggccgc 


420 


ggcgaaagaa 


gcgtggcttt 


ccgcgcaagc 


cgccgacgcg 


tcgtcccgag 


ggcgtcagga 


480 


accttctgga 




tcggcgctcg 


aaccggagac 


gaagcgggca 


accgacatca 


540 


ccgagatcgt 


caccgacgag 


ggaaaactcc 


atctctgcgt 


cgtcctcgac 


ctgtacagca 


600 


aactcatcat 


gggatggtcg 


atgcatcacc 


ggcaggatcg 


ccacatggtg 


gttcgcgcgg 


660 


tacagatggc 


ggtttggcag 


cgcgagggcg 


gcgacgaggt 


gatcctgcat 


tccgatcgcg 


720 
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gcgggcagtt 


catcagcgat 


acgtaccaga 


agttcctcgg 


cagccatgcc 


ttggtctgca 


780 


gcatgagcga 


ggtcggccat 


tgcggcgaca 


acgcagcatg 


tgagggattc 


ttcgggctac 


840 


tgaagcgaga 


gtggatccac 


caaacccgct 


acagcacaag 


aagggaagct 


cgggccgacg 


900 


tctttgccta 


cctggagcgg 


ttccacgacc 


cgcggatgcg 


ccgtagagtt 


gcgaggcgtg 


960 


accgggagtt 


tcaagcctta 


atcaaaccgt 


ccgcggaaac 


ggggtagaac 


ccgagtccac 


1020 


ttaccgccgg 


tgcggcgcag gtcgccgccc 


cacaccacgc 


aggttaagtc 


gagttccgaa 


1080 


ccctgcacct 


gaaactcagt 


ggcgacgtct 


tcgaggtagt 


acgacgtctt 


cgcggtgata 


1140 


caagaaacgt 


gtgtcctcct 


tgccggccaa 


aagccactgg 


ataaggtcga 


cctttaagcg 


1200 


cattcccata 


gcgtactggg 


acccctgatg 


ccgaggcacg 


aagtagcagg 


taacatcgtg 


1260 


tcatgcacaa 


gcaatcggat 


catgtcgtct 


cgctcttttc 


atgagcgggg 


cggg 


1314 



<210> 5 

<211> 285 

<;212> DMA 

<213> virus 



<400> 5 



agtcgagact 


caaccatcgc 


tcccgccccg 


ctgatgaaaa 


ggtcgctcgg 


ctcaagcgcg 


60 


aactgtcgcg 


tgttaccaag 


gaacgagatt 


ttttacgaga 


cgcggcagcg 


tacttcgcga 


120 


agcaatcgcc 


gaacggtacg 


cggtgatcga 


gcgctgccgc 


agcgactacc 


ccattgggat 


180 


gatgtgccgc 


tgccttcaag 


tgtcgaccag 


tgggttctac 


gcctgggcca 


ggcgaaagcc 


240 


ggggccgcgt 


gcccaggcga 


attcgcgtct 


cttggagcgc 


atgcg 




285 



<210:> 6 

<211> 141 

<212> DNA 

<213> virus 

<400> 6 

tcgagactca accatcgctc ccgccccgct gatgaaaagg tcgctcggct caagcgcgaa 60 

ctgtcgcgtg ttaccaagga acgagatttt ttacgagacg cggcagcgta cttcgcgaag 120 

caaccgccga acggtacgcg g 2,41 
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<210> 7 

<211> 825 

<212> DNA 

<213> virus 



<400> 7 



atgatgtgcc 


gctgccttca 


agtgtcgacc 


agtgggttct 


acacctqacfc 


caQQCQaaaa 


60 


ccggggccgc 


gtgcccaggc 


gaattcgcgt 


ctcttggagc 




aatccacgag 


120 


gacagccgag 


gcatcatcgg 


cgcgcgtcgg 


atgcaggaag 


acctcgccga 




180 


cccgccagct 


tgaatcgggt 


ggcccgcgtc 


atggccaagg 


ccgggcttca 


gggctggccg 


240 


cggcgaaaga 


agcgtggctL 


tccgcgcaag 


ccgccgacgc 


gtcgtcccga 


gggcgtcagg 


300 


aacctcctgg 


agagggattt 


ctcggcgctc 


gaaccggaga 


cgaagtgggt 


aaccgacatc 


360 


accgagatcg 


tcaccgacga 


gggaaaactc 


catctctgcg 


tcgtcctcga 


cctgtacagc 


420 


aaactcatca 


tgggatggtc 


gatgcatcac 


cggcaggatc 


gccacatggt 


ggttcgcgcg 


480 


gtacagatgg cggtttggca gcgcgagggc ggcgacgagg 


tgatcctgca 


ttccgatcgc 


540 


ggcgggcagt 


tcatcagcga 


tacgtaccag 


aagttcctcg 


gcagccatgc 


cttggtctgc 


600 


agcatgagcg 


aggtcggcca 


ttgcggcgac 


aacgcagcat 


gtgagggatt 


cttcgggcta 


660 


ctgaagcgag 


s^gtggatcta 


ccaaacccgc 


tacagcacaa 


gaagggaagc 


tcgggccgac 


720 


gtctttgcct 


acctggagcg 


gttccacgac 


ccgcggatgc 


gccgtagagt 


tgcgaggcgt 


780 


gaccgggagt 


ttcaagcctt 


aatcaaaccg 


tccgcggaaa 


cgggg 




825 



<210> 8 

<211> 207 

<212> DNA 

<213> virus 



<400> 8 

atggtcgatg catcaccggc aggatcgcca catggtggtt 



cgcgcggtac agatggcggt 



60 



ttggcagcgc gagggcggcg acgaggtgat cctgcattcc 



gatcgcggcg ggcagttcat 



120 



cagcgatacg taccagaagt tcctcggcag ccatgccttg 



gtctgcagca tgagcgaggt 



180 



cggccattgc ggcgacaacg cagcatg 



207 
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<210> 



9 



<211> 



87 



<212> 



DNA 



<213> virus 
<400> 9 

atgccgaggc acgaagtagc aggtaacatc gtgtcatgca caagcaatcg gatcatgtcg 
tctcgctctt ttcatgagcg gggcggg 

<210> 10 

<211> 87 

<212> DNA 

<213> virus 

<400> 10 

agcgcattcc catagcgtac tgggacccct gatgccgagg cacgaagtag caggtaacat 
cgtgtcatgc acaagcaatc ggatcat 

<210> 11 

<211> 198 

<212> DNA 

<213> virus 

<400> 11 

agtcgagtcc cgaaccctgc acctgaaact cagtggcgac gtcttcgagg tagtacgacg 
tcttcgcggt gatacaagaa acgtgtgtcc tccttgccgg ccaaaagcca ctggataagg 
tcgaccttta agcgcattcc catagcgtac tgggacccct gatgccgagg cacgaagtag 
caggtaacat cgtgtcat 

<210> 12 

<211> 111 

<212> DNA 

<213> virus 



60 
87 



60 
87 



60 
120 
180 
198 
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<400> 12 

gtggcgacgt cttcgaggta gtacgacgtc ttcgcggtga tacaagaaac gtgtgtcctc €0 
cttgccggcc aaaagccact ggataaggtc gacctttaag cgcattccca t 111 

<210> 13 

<211> 84 

<212> DNA 

<213> virus 



<400> 13 

gcgatacgta ccagaagttc ctcggcagcc atgccttggt ctgcagcatg agcgaggtcg 60 
gccattgcgg cgacaacgca gcat 84 

<210> 14 

<211> 795 

<212> DNA 

<213> virus 



<400> 14 
gagactcaac 


catcgctccc 


gccccgctga 


tgaaaaggtc 


gctcggctca 


agcgcgaact 


60 


gtcgcgtgtt 


accaaggaac 


gagatttttt 


acgagacgcg 


gcagcgtact 


tcgcgaagca 


120 


atcgccgaac 


ggtacgcggt 


gatcgagcgc 


tgccgcagcg 


actaccccat 


tgggatgatg 


180 


tgccgctgcc 


ttcaagtgtc 


gaccagtggg 


ttctacgcct 


gggccaggcg 


aaagccgggg 


240 


ccgcgtgccc 


aggcgaattc 


gcgtctcttg 


gagcgcatgc 


gtgaaatcca 


cgaggacagc 


300 


cgaggcatca 


tcggcgcgcg tcggatgcag gaagacctcg 


ccgacgaagg 


catgcccgcc 


360 


agcttgaatc 


99gt:ggcccg 


cgtcatggcc 


aaggccgggc 


ttcagggctg 


gccgcggcga 


420 


aagaagcgtg 


gctttccgcg 


caagccgccg 


acgcgtcgtc 


ccgagggcgt 


caggaacctt 


480 


ctggagaggg 


atttctcggc 


gctcgaaccg 


gagacgaagt 


gggtaaccga 


catcaccgag 


540 


atcgtcaccg 


acgagggaaa 


actccatctc 


tgcgtcgtcc 


tcgacctgta 


cagcaaactc 


600 


atcatgggat 


ggtcgatgca 


tcaccggcag 


gatcgccaca 


tggtggttcg 


cgcggtacag 


660 


atggcggttt 


ggcagcgcga 


gggcggcgac 


gaggtgatcc 


tgcattccga 


tcgcggcggg 


720 


cagctcatca 


gcgatacgta 


ccagaagttc 


ctcggcagcc 


atgccttggt 


ctgcagcatg 


780 
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agcgaggtcg gccat 795 

<210> 15 

<211> 156 

<212> DNA 

<213> virus 



<400> 15 

ccggcaggat cgccacatgg tggttcgcgc ggtacagatg gcggtttggc agcgcgaggg 6 0 

cggcgacgag gtgatcctgc attccgatcg cggcgggcag ttcatcagcg atacgtacca 120 

gaagttcctc ggcagccatg ccttggtctg cagcat 156 



<210> 16 

<211> 201 

<212> DNA 

<213> virus 



<400> 16 

gggctggccg cggcgaaaga agcgtggctt tccgcgcaag ccgccgacgc gtcgtcccga 60 

99gcgtcagg aaccttctgg agagggattt ctcggcgctc gaaccggaga cgaagtgggt 120 

aaccgacatc accgagatcg tcaccgacga gggaaaactc catctctgcg tcgtcctcga 180 

cctgtacagc aaactcatca t 201 



<210> 17 

<2ll> 171 

<212> DNA 

<213> virus 



<400> 17 

cgcctgggcc aggcgaaagc cggggccgcg tgcccaggcg aattcgcgtc tcttggagcg 6 0 

catgcgtgaa atccacgagg acagccgagg catcatcggc gcgcgtcgga tgcaggaaga 120 

cctcgccgac gaaggcatgc ccgccagctt gaatcgggtg gcccgcgtca t 171 



<210> 18 
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<211> 9S 
<212> PRT 
<213> virus 

<400:> 18 

Ser Arg Asp Ser Thr He Ala Pro Ala Pro Leu Met Lys Arg Ser Leu 
15 10 15 



Gly Ser Ser Ala Asn Cys Arg Val Leu Pro Arg Asn Glu He Phe Tyr 
20 25 30 



Glu Thr Arg Gin Arg Thr Ser Arg Ser Asn Arg Arg Thr Val Arg Gly 
35 40 45 



Asp Arg Ala Leu Pro Gin Arg Leu Pro His Trp Asp Asp Val Pro Leu 
50 55 60 



Pro Ser Ser Val Asp Gin Trp Val Leu Arg Leu Gly Gin Ala Lys Ala 
65 70 75 80 



Gly Ala Ala Cys Pro Gly Glu Phe Ala Ser Leu Gly Ala His Ala 
85 90 95 



<210> 19 

<211> 47 

<212> PRT 

<213> virus 

<400> 19 

Ser Arg Leu Asn His Arg Ser Arg Pro Ala Asp Glu Lys Val Ala Arg 
15 10 15 



Leu Lys Arg Glu Leu Ser Arg Val Thr Lys Glu Arg Asp Phe Leu Arg 
20 25 30 



Asp Ala Ala Ala Tyr Phe Ala Lys Gin Ser Pro Asn Gly Thr Arg 
35 40 45 



<210> 20 
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<211> 275 
<212> PRT 
<:213> virus 

<400> 20 

Met Met Cys Arg Cys Leu Gin Val Ser Thr Ser Gly Phe Tyr Ala Trp 
15 10 15 



Ala Arg Arg Lys Pro Gly Pro Arg Ala Gin Ala Asn Ser Arg Leu Leu 
20 25 30 



Glu Arg Met Arg Glu He His Glu Asp Ser Arg Gly lie He Gly Ala 
35 40 45 



Arg Arg Met Gin Glu Asp Leu Ala Asp Glu Gly Met Pro Ala Ser Leu 
50 55 60 



Asn Arg Val Ala Arg Val Met Ala Lys Ala Gly Leu Gin Gly Trp Pro 
65 70 75 80 



Arg Arg Lys Lys Arg Gly Phe Pro Arg Lys Pro Pro Thr Arg Arg Pro 
85 90 95 



Glu Gly Val Arg Asn Leu Leu Glu Arg Asp Phe Ser Ala Leu Glu Pro 
100 105 110 



Glu Thr Lys Trp Val Thr Asp He Thr Glu He Val Thr Asp Glu Gly 
115 120 125 



Lys Leu His Leu Cys Val Val Leu Asp Leu Tyr Ser Lys Leu He Met 
130 135 140 



Gly Trp Ser Met His His Arg Gin Asp Arg His Met Val Val Arg Ala 
145 150 155 160 



Val Gin Met Ala Val Trp Gin Arg Glu Gly Gly Asp Glu Val He Leu 
165 170 175 



His Ser Asp Arg Gly Gly Gin Phe He Ser Asp Thr Tyr Gin Lys Phe 
180 185 190 



Leu Gly Ser His Ala Leu Val Cys Ser Met Ser Glu Val Gly His Cys 
195 200 205 
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Gly Asp Asn Ala Ala Cys Glu Gly Phe Phe Gly Leu Leu Lys Arg Glu 
210 215 220 



Trp He Tyr Gin Thr Arg Tyr Ser Thr Arg Arg Glu Ala Arg Ala Asp 
225 230 235 240 



Val Phe Ala Tyr Leu Glu Arg Phe His Asp Pro Arg Met Arg Arg Arg 
245 250 255 



Val Ala Arg Arg Asp Arg Glu Phe Gin Ala Leu He Lys Pro Ser Ala 
260 265 270 



Glu Thr Gly 
275 



<210> 21 

<211> 69 

<212> PRT 

<213> virus 

<400> 21 

Met Val Asp Ala Ser Pro Ala Gly Ser Pro His Gly Gly Ser Arg Gly 
15 10 15 



Thr Asp Gly Gly Leu Ala Ala Arg Gly Arg Arg Arg Gly Asp Pro Ala 
20 25 30 



Phe Arg Ser Arg Arg Ala Val His Gin Arg Tyr Val Pro Glu Val Pro 
35 40 45 



Arg Gin Pro Cys Leu Gly Leu Gin His Glu Arg Gly Arg Pro Leu Arg 
50 55 60 



Arg Gin Arg Ser Met 
65 



<210> 22 
<211> 29 
<212> PRT 
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<213> virus 



<400> 22 



Met Pro Arg His Glu Val Ala Gly Asn He Val Ser Cys Thr Ser Asn 
15 10 15 



Arg He Met Ser Ser Arg Ser Phe His Glu Arg Gly Gly 
20 25 



<210> 23 

<211> 29 

<212> PRT 

<213> virus 

<400> 23 

Arg Cys Glu Trp Leu Thr Ser Pro Gly Arg He Gly Leu Cys Ser Thr 
15 10 15 



Ala Pro Leu Met Thr Asp His Val Leu Leu Arg He Met 
20 25 



<210> 24 

<211> 66 

<Z12> PRT 

<213> virus 

<400> 24 

Thr Ser Asn Arg Val Arg Cys Arg Phe Ser Leu Pro Ser Thr Lys Ser 
15 10 15 



Thr Thr Arg Arg Arg Arg Pro Ser Val Leu Phe Thr His Gly Gly Gin 
20 25 30 



Arg Gly Phe Ala Val Pro Tyr Pro Arg Gly Lys Leu Ala Asn Gly Tyr 
35 40 45 



Arg Val Pro Val Gly Ser Ala Ser Ala Arg Leu Leu Leu Tyr Cys Arg 
50 55 60 
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Thr Met 
65 



<210> 25 

<211> 37 

<212> PRT 

<213> virus 

<400> 25 



His Arg Arg Arg Arg Pro Leu Val Val Asp Glu Arg His Tyr Leu Phe 
15 10 15 



Arg Thr Asp Glu Lys Gly Ala Leu Leu Trp Gin lie Leu Asp Val Lys 
20 25 30 



Leu Arg Met Gly Met 
35 



<210> 26 

<211> 28 

<212> PRT 

<213> virus 

<400> 26 

Arg Tyr Thr Gly Ser Thr Gly Arg Cys Gly His Arg Pro Arg Cys Cys 
15 10 15 



Ser Arg Pro Arg Gly Asn Arg Arg Cys Arg Leu Met 
20 25 



<210> 27 

<211> 265 

<212> PRT 

<213> virus 



<400> 27 
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Leu Ser Leu Trp Arg Glu Arg Gly Ala Ser Ser Phe Thr Ala Arg Ser 
15 10 15 



Leu Arg Ser Ser Asp Arg Thr Val Leu Ser Arg Ser Lys Lys Arg Ser 
20 25 30 



Ala Ala Ala Tyr Lys Ala Phe Cys Asp Gly Phe Pro Val Arg His Asp 
35 40 45 



Leu Ala Ala Ala Gin Arg Leu Pro His Trp Asp Asp Val Pro Leu Pro 
50 S5 60 



Ser Ser Val Asp Gin Trp Val Leu Arg Leu Gly Gin Ala Lys Ala Pro 
65 70 75 80 



Gly Arg Ala Trp Ala Phe Glu Arg Arg Lys Ser Arg Met Arg Ser He 
85 90 95 

Trp Ser Ser Leu Arg Pro Met Met Pro Ala Arg Arg Met Gin Glu Asp 
100 105 110 



Leu Ala Asp Glu Gly Met Pro Ala Ser Leu Asn Arg Val Ala Arg Val 
115 120 125 



Met Ala Lys Ala Gly Leu Gin Gly Trp Pro Arg Arg Lys Lys Arg Gly 
130 135 140 



Phe Pro Arg Lys Pro Pro Thr Arg Arg Pro Glu Gly Val Arg Asn Leu 
145 150 155 160 



Leu Glu Arg Asp Phe Ser Ala Leu Glu Pro Glu Thr Lys Trp Val Thr 
165 170 175 

Asp lie Thr Glu He Val Thr Asp Glu Gly Lys Leu His Leu Cys Val 
180 185 190 



Val Leu Asp Leu Tyr Ser Lys Leu He Met Gly Trp Ser Met His His 
195 200 205 



Arg Gin Asp Arg Pro His Gly Gly Ser Arg Gly Thr Asp Gly Gly Leu 
210 215 220 



Ala Ala Arg Gly Arg Arg Arg Gly Asp Pro Ala Phe Arg Ser Arg Arg 
225 230 235 240 
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Ala Val His Gin Arg Tyr Val Pro Glu Val Pro Arg Gin Pro Cys Leu 
245 250 255 

Gly Leu Gin Hia Glu Arg Gly Arg Pro 
260 265 

<210> 28 
<211> 52 
<212> PRT 
<213> virus 



<400> 28 

Arg Cys Ser Arg Trp Met Thr Thr Arg Ala Thr Cys He Ala Thr Gin 
15 10 15 

Cys Arg Ser Pro Pro Ser Ser Thr He Arg Cys Glu Ser Arg Pro Pro 
20 25 30 

Cys Asn Met Leu Ser Val Tyr Trp Phe Asn Arg Pro Leu Trp Ala Lys 
35 40 45 

Thr Gin Leu Met 
50 
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<210> 29 

<211> 67 

<212> PRT 

<213> virus 

<400> 29 

Pro Gin Gly Arg Arg Phe Phe Arg Pro Lys Gly Arg Leu Gly Gly Val 
15 10 15 



Arg Arg Gly Ser Pro Thr Leu Phe Arg Arg Ser Leu Ser Lys Glu Ala 
20 25 30 



Ser Ser Gly Ser Val Phe His Thr Val Ser Met Val Ser lie Thr Val 
35 40 45 



Ser Ser Pro Phe Ser Trp Arg Gin Thr Thr Arg Ser Arg Tyr Leu Leu 
50 55 60 



Ser Met Met 
65 



<210> 30 

<211> 57 

<212> PRT 

<213> virus 

<400> 30 

Ala Gin Ala Leu Arg Phe Gly Pro Gly Arg Ala Trp Ala Phe Glu Arg 
15 10 15 



Arg Lys Ser Arg Met Arg Ser lie Trp Ser Ser Leu Arg Pro Met Met 
20 25 30 



Pro Ala Arg Arg lie Cys Ser Ser Arg Ala Ser Ser Pro Met Gly Ala 
35 40 45 



Leu Lys Phe Arg Thr Ala Arg Thr Met 
50 55 
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<210> 31 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce sens 

<400> 31 

cccgccccgc tgatgaaaag 20 

<210> 32 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce anti-sens 

<400> 32 

gcgatggttg agtctcgact a 21 

<210> 33 

<211> 17 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce ant i- sens 

<400> 33 

aggtagcagg cgatatc 17 

<210> 34 
<211> 19 

<212> DNA 
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<213> 



Artificial sequence 



<220> 



<223> 



amorce sens 



<400> 34 

ccttctggag agggatttc 



19 



<210> 35 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce anti-sens 

<400> 35 

tgttacctgc tacttcgtgc 20 

<210> 36 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> amorce sens 

<400> 36 

tagagttgcg aggcgtgacc 20 

<210> 37 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 



<220> 
<223> 



amorce ant i- sens 
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<400> 37 

ccttatccag tggcttttgg c 21 
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